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略語表
2D-PAGE 2-dimensional poly-acrylamide gel electrophoresis
4F2hc 4F2 heavy chain antigen
5-ALA 5-aminolevulinic acid
ABC ATP-binding cassette
ACNU Nimustine
ARTN Artemin
ASCT Alanine-serine-cysteine transporter
ATA1 Amino acid transporter A1
ATP Adenosine triphosphate
BCRP Breast cancer resistance protein
CBB Coomassie brilliant blue
CBDCA Carboplatin
CD Cluster of differentiation
CDDP Cisplatin
CE Collision energy
CID Collision-induced dissociation
C/M Cell to medium
CPT Camptothecin
CTx Chemotherapy
DHFR Dihydrofolate reductase
DNA Deoxyribonucleic acid
DP Declustering potential
EGFR Epidermal growth factor receptor
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ENT Equilibrative nucleoside transporter
ERBB2 Human epidermal growth factor receptor-2 (HER2)
ERK Mitogen-activated protein kinase (MAPK)
FAK Focal adhesion kinase
FBS Fetal bovine serum
FGFR Fibroblast growth factor receptor
FPGS Folylpolyglutamate synthase
GBM Glioblastoma multiforme
GDNF Glial cell line-derived neurotrophic factor
GEM Gemcitabine
GGH Gamma-glutamyl hydrolase
GI50 50% growth inhibition concentration
GLUT Glucose transporter
GRB Growth factor receptor-bound protein
HAMMOC Hydroxy acid-modified metal oxide chromatography
HSP Heat shock protein
IC50 50% inhibitory concentration
IGFR Insulin-like growth factor receptor
JAM Junctional adhesion molecule
KRAS GTPase Kras
LAT L-type amino acid transporter
LC Liquid chromatography
Lys-C Lysyl endopeptidase
MBT Metastatic brain tumor
MCNU Ranimustine
MCT Monocarboxylate transporter
MDR1 Multidrug resistance protein 1
MEK MAPK/ERK kinase
MET Hepatocyte growth factor receptor (HGF)
MGMT O-6-methylguanine-DNA-alkyltransferase
MRI Magnetic resonance imaging
MRM Multiple reaction monitoring
MRP Multidrug resistance-associated protein
MS Mass spectrometry
mTOR Mammalian target of rapamycin
MTX Methotrexate
MTX-Glun Methotrexate polyglutamate
NF Neurofibromin
NRTN Neurturin
OATP Organic anion transporter polypeptide
PCFT Proton-coupled folate transporter
PCR Polymerase chain reaction
PDGFR Platelet-derived growth factor receptor
PECAM Platelet endothelial cell adhesion molecule
PEPT Peptide transporter
PET Positron emission tomography
PFS Progression-free survival
P-gp P-glycoprotein
PSPN Persephin
PTEN Phosphatase and tensin homolog
QOL Quality of life
RAF Proto-oncogene c-RAF
RAPTOR Regulatory-associated protein of mTOR
Rec Recurrent tumor
RET Proto-oncogene c-Ret
RFC Reduced folate carrier
RLIP76 76 kDa Ral-interacting protein
RNA Ribonucleic acid
RTx Radiation therapy
SCF Stem cell factor
SDS-PAGE Sodium lauryl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis
SLC Solute carrier
SRM Selected reaction monitoring
STAT Signal transducer and activator of transcription
TKI Tyrosine kinase inhibitor
TMZ Temozolomide
VCR Vincristine
VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor
WHO World Health Organization
γ-gtp Gamma-glutamyl transpeptidase
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1第 1 章 緒言
第 1 節 悪性腫瘍における化学療法の現状と個別化治療の必要性
悪性腫瘍治療法の現状
悪性腫瘍は日本において死亡者総数の 28%を占め死因順位の第一位である疾
患となっている(厚生労働省平成 24 年人口動態統計)。悪性腫瘍に対する治療法
としては主に①外科的手術による悪性腫瘍部位の切除、②放射線治療、および
③化学療法が挙げられる。悪性腫瘍が比較的早期で発見され、転移が認められ
ずに局所にとどまっている場合、多くの症例においてまずは外科的手術や放射
線治療等の治療が行われている。特に、外科的手術による腫瘍の摘出率が高い
ほど予後が良好となることが報告されており、腫瘍の摘出率が腫瘍の再発およ
び予後に関連する重要な因子である(Lacroix et al., 2001)。近年の外科的手術や放
射線治療の技術的進歩は悪性腫瘍患者の予後改善に大きく貢献している。しか
し、悪性腫瘍が進行しており遠隔転移または周囲の組織への浸潤が認められる
場合は外科的手術や放射線治療に加え化学療法が非常に重要となっている。
悪性腫瘍に対する化学療法の歴史
悪性腫瘍に対する化学療法の歴史は第一次世界大戦で使用されたマスタード
ガスまで遡る。Alfred Gilman と Louis Goodman は 1943 年にマスタードガスの硫
黄原子を窒素原子に置換した化合物であるナイトロジェンマスタードが非ホジ
キンリンパ腫患者に対して効果を示すことを突き止めた。ナイトロジェンマス
タードはDNAをアルキル化することによって核酸の合成を妨げて抗悪性腫瘍効
果を示し、外科的手術および放射線療法しか悪性腫瘍に対する治療法が無かっ
た時代に世界初の抗癌剤として登場した(DeVita and Chu, 2008)。この結果はアル
2キル化剤開発のきっかけとなり、後に cyclophosphamide が開発され現在でも悪
性リンパ腫、乳癌、肺癌等の化学療法に使用されている。ナイトロジェンマス
タードが世界発の抗癌剤として登場した後、1950 年代には葉酸代謝拮抗剤であ
る methotrexate が、1960 年代にはフッ化ピリミジン系代謝拮抗剤である
5-fluorouracil や微小管阻害薬である vincristine が、1970 年代には白金製剤である
cisplatin や抗腫瘍性抗生物質である doxorubicin が、1980 年代にはトポイソメラ
ーゼ II 阻害剤である etoposide などが承認され、多くの抗癌剤が悪性腫瘍の化学
療法に使用されるようになった。
前述したこれらの抗癌剤は全て細胞分裂の過程に直接作用するタイプの抗癌
剤であり、腫瘍細胞への特異性が低く、正常細胞に対する傷害性が強いため、
重篤な副作用発現が多いことが問題点であった。1990 年代には分子標的薬であ
る rituximab が承認され、この分子標的薬の登場により悪性腫瘍の治療方針が大
きく変化した。特に 2000 年以降では承認される抗癌剤の多数が分子標的薬とな
り、悪性腫瘍に対する化学療法における分子標的薬の占める割合が増加してき
ている。分子標的薬は創薬戦略として薬剤の開発段階から標的分子を決めて開
発しており、腫瘍細胞への特異性が高く、高い抗腫瘍効果が期待されている。
一方で、分子標的薬でも副作用は認められるものの、重篤な副作用発現は従来
の抗悪性腫瘍薬と比較して少ないとされている。しかし、分子標的薬の効果は
その標的が存在するか存在しないかによって決まり、腫瘍細胞特異的分子標的
治療の場合、その効果は“all or nothing”であると考えられており、標的分子を
発現していない細胞には全く効果が認められない。従って、抗腫瘍スペクトラ
ムは狭く、その反面、一部の患者に対しては劇的な効果を示すという特徴を有
している(Saijo et al., 2009)。
3悪性腫瘍に対する化学療法の現状と個別化治療の必要性
悪性腫瘍患者の臨床症状や予後、そして腫瘍の性格はそれぞれの患者で異な
り、化学療法に対する効果も同様に患者間で大きく異なる。1990 年代後半に分
子標的薬が登場するまでは、悪性腫瘍に対する化学療法は各腫瘍の種類によっ
て使用する薬剤は異なるものの、同じ悪性腫瘍の患者には同様の化学療法が行
われてきた。実際の臨床の場では、多くの悪性腫瘍は化学療法の初期の段階で
良い腫瘍縮小効果を示す。しかし、これらの腫瘍は次第に薬剤耐性を引き起こ
し抗癌剤の効果が減弱し、このことが現在の化学療法の障壁となっている(Liu,
2009)。その結果、最初は抗癌剤が効果を示していた悪性腫瘍の患者の多くで腫
瘍の悪化・進行が認められる。このように、初期の段階では化学療法が有効で
あるが、後に化学療法の効果が認められなくなるという現象は”獲得耐性”と
呼ばれており、多くの薬剤耐性がこれに当てはまる(Lu and Shervington, 2008)。
一方で、黒色腫や肝臓癌など、化学療法を行う以前から抗癌剤に対する薬剤耐
性能を有している悪性腫瘍も存在し、これは”自然耐性”と呼ばれている
(Schadendorf et al., 1994)。さらに、副作用による QOL の低下、効果の認められ
ない治療を続けることによる経済的な負担もまた問題となっている。
前述した通り、分子標的薬はこれまでの抗癌剤とは異なり標的分子が発現し
ている患者に対しては大きな治療効果が得られている。近年の悪性腫瘍に対す
る化学療法における分子標的薬使用へのシフトは、化学療法の個別化の重要性
を示しており、今後もこの流れが続くと考えられる。しかし、乳癌や大腸癌、
非小細胞肺癌など標準治療に分子標的薬を含んでいる悪性腫瘍が増加してきた
一方、分子標的治療が標準治療となっていない悪性腫瘍も多い。さらに、分子
標的薬に対する薬剤耐性も近年報告されるなど新たな問題点も挙がってきた
(Sartore-Bianchi et al., 2010)。現在分子標的療法を行う際、多くは 1 種類の分子の
発現のみを解析するため、その標的分子の発現が認められないと分子標的薬の
4適応とはならない。従って、現段階では分子標的治療の適応は狭く、分子標的
薬の適応範囲を増加させることが非常に重要となってくる。また、分子標的薬
や従来の抗癌剤も含めた薬剤感受性の予測を行うことも治療効果を最大限引き
出すために必要となる。
これらの問題点を解決して現在の個別化治療をさらに細分化し、本当の意味
での個別化治療・テーラーメイド治療につなげていくことが悪性腫瘍の治療に
求められている。そのためには、分子標的薬含む抗癌剤感受性変動の要因を明
らかにし、その結果を迅速に臨床へと応用する基盤を構築することが必要とな
ってくる。
5第 2 節 抗癌剤感受性の変動に関与し得る因子
第 1 節で述べた通り、悪性腫瘍に対する個別化治療を行うにあたり、分子標
的薬を含む抗癌剤感受性の変動に関与する因子を同定することが必須である。
抗癌剤が腫瘍細胞に対して薬効を発揮するためには、(i) 腫瘍細胞内へと抗癌剤
が取り込まれ、(ii) 各抗癌剤の標的分子へと作用すること、が最低限必要である。
細胞内への抗癌剤の取り込みにはトランスポータータンパク質が、抗癌剤(特に
分子標的薬)の標的分子として増殖因子受容体等が挙げられる。そこで、本節で
はトランスポータータンパク質および増殖因子受容体等に関して概説する。
抗癌剤の細胞内濃度に関与するトランスポータータンパク質
現在、悪性腫瘍に対する化学療法における薬剤耐性には、薬剤の細胞内への
取り込みや細胞外への排出を担うトランスポータータンパク質の発現量変動が
原因となることが知られている。トランスポータータンパク質には主に
ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターと solute carrier (SLC)トランスポー
ターが存在する。
ABC トランスポーターは ATP の加水分解エネルギーを利用する 1 次性能動輸
送担体であり、各種代謝物、イオン、脂質、ペプチド、タンパク質および薬剤
などの輸送に関与し、例えば、MDR1、MRP family および BCRP による広い基
質認識に基づく薬剤の細胞外への排出が薬剤耐性に関与していることが考えら
れている(Szakacs et al., 2006)。MDR1 は vincristine や doxorubicin、etoposide、
paclitaxel などの抗癌剤を基質とし、細胞外へと排出することが報告されている。
MRP family はグルクロン酸抱合体やグルタチオン抱合体などのアニオン性化合
物を輸送する。MRP1 はさらに methotrexate や doxorubicin、etoposide などを輸送
することが報告されている(Loscher and Potschka, 2005)。MRP4 はヌクレオシド誘
導体の薬物を基質とし、抗癌剤である 6-mercaptopurine や 6-thioguanine の輸送に
6関与することが報告されており、MRP4 を transfection した NIH3T3 細胞におい
て6-mercaptopurineに対する耐性度が4.6倍上昇している(Chen et al., 2001)。また、
MRP4 は methotrexate を基質とすることも報告されている(van Aubel et al., 2002, 
Uchida et al., 2007)。BCRP は methotrexate や topotecan、SN-38 (irinotecan のプロ
ドラッグ)などの抗癌剤を基質とすることが報告されている(Maliepaard et al., 
1999, Volk and Schneider, 2003)。ヒト小細胞肺癌細胞株では PC-6 が SN-38 に対し
て 34 倍耐性化した細胞株において BCRP の高発現が mRNA レベルで認められ
ている(Kawabata et al., 2001)。
SLC トランスポーターは多様な機能を持ち、薬物の体内動態に密接に関与し
ている。また、栄養分の吸収や臓器分布、代謝物の排泄などにも関与し、生理
的にも重要な役割を担っている。また、抗癌剤に対する薬剤耐性には葉酸や核
酸、アミノ酸トランスポーターの輸送を担う SLC トランスポーターの発現量が
関係しているとされている(Huang and Sadee, 2006)。葉酸取り込みトランスポー
ターである RFC1 は、葉酸類似体である methotrexate を基質として細胞内へと取
り込むことが報告されており、急性リンパ性白血病細胞株であるMOLT-3を 7800
倍 methotrexate に対して耐性化した細胞において RFC1 の発現量が 50%減少して
いる(Moscow et al., 1997, Kobayashi et al., 1998)。また、核酸取り込みトランスポ
ーターである ENT1 は gemcitabine や cytarabine などの抗癌剤を基質とすること
が報告されており、ENT1 のタンパク質発現量と gemcitabine 感受性に相関性が
認められている(Huang and Sadee, 2006, Marce et al., 2006)。アミノ酸取り込みト
ランスポーターである LAT1 は melphalan を基質とすることが報告されており、
melphalan に対する耐性は LAT1 の発現量低下によるものであると考えられてい
る(Ganapathy et al., 2009)。
これまで述べたように、薬剤耐性に関与し得るトランスポータータンパク質
などの耐性候補因子は複数存在する。従って、1 つのトランスポータータンパク
7質のみに着目するのではなく、複数のトランスポータータンパク質に着目する
ことが抗癌剤感受性変動に関与するトランスポータータンパク質を同定するた
めに必須であると考えられる。
分子標的薬の標的分子である増殖因子受容体等
抗癌剤が薬効を発揮するためには最終的に標的分子へと作用することが必要
であり、特に分子標的薬においては標的分子の発現が薬効を発揮する上で非常
に重要となっている。分子標的薬の標的分子は、増殖因子受容体、血管新生に
関与する受容体、細胞表面抗原などに分類される。
悪性腫瘍では、増殖因子受容体の遺伝子増幅やタンパク質の過剰発現が報告
されている。これまでに脳腫瘍組織では epidermal growth factor receptor (EGFR)、
platelet-derived growth factor receptor-α (PDGFRα)および human epidermal growth 
factor receptor-2 (ERBB2/HER2)などの増殖因子受容体の遺伝子増幅や免疫染色
によるタンパク質レベルでの発現が示されている(Kristt and Yarden, 1996, Varela 
et al., 2004)。EGFR、PDGFRα および ERBB2 はいずれもチロシンキナーゼ型受
容体であり、リガンドの刺激を受けると受容体はリン酸化を受け細胞内シグナ
ル伝達経路が活性化し、核内にシグナルが伝達される。その結果、細胞増殖、
アポトーシス抑制、血管新生、浸潤、転移などが引き起こされる(Scaltriti and 
Baselga, 2006, Andrae et al., 2008)。
EGFR は ERBB family に属し、細胞外ドメイン、細胞膜貫通ドメイン、細胞内
ドメインの 3 部位で構成されている。受容体にリガンドが結合すると EGFR は
活性化し、細胞膜上を移動することで EGFR 同士または他の ERBB family 受容
体(ERBB2 など)と結合して二量体化することで、細胞内に様々なシグナルを伝
達する(Sharma et al., 2007, Ronellenfitsch et al., 2010)。悪性腫瘍組織で EGFR タン
パク質の高発現が認められる患者は予後不良となる結果が得られている(Jaros et 
8al., 1992)。以上から、EGFR は悪性腫瘍の発症や成長に関与すると考えられ、最
も注目されている分子である。また、脳腫瘍組織における EGFR 遺伝子解析に
よって、脳腫瘍には EGFR の全長配列から一部が欠損した variant が発現してい
ることが明らかとなり、EGFR 遺伝子増幅が認められる脳腫瘍患者の 38%には
EGFR の variant が発現していることが報告されている。EGFR variant には欠損す
る部分が異なる 5 つの variant が存在する(Frederick et al., 2000, Nicholas et al., 
2006)。この 5 つの variant のうち、脳腫瘍組織に最も高頻度に検出される variant
は、2~7 番目の exon が欠損した EGFR variant III (EGFRvIII)であり、EGFR variant
を有する患者の 60~70%はEGFRvIIIを有している(Nicholas et al., 2006)。EGFRvIII
は細胞外リガンド結合領域が欠損しているためリガンドが結合できないが、リ
ガンドの結合なしに恒常的に活性化状態であることから細胞の腫瘍化に大きく
関与していると考えられる(Batra et al., 1995, Gan et al., 2009)。また、EGFRvIII
発現細胞をマウスに接種して腫瘍を形成させた場合と、EGFR wild type をマウス
に接種して腫瘍を形成させた場合とでは、腫瘍形成速度は EGFRvIII を接種した
方がより速くなることが報告されている(Nishikawa et al., 1994)。以上のように、
EGFR の過剰発現や EGFRvIII の発現は腫瘍の悪性度に関与していると考えられ
る。
PDGFR には PDGFRα および PDGFRβ が存在し、PDGFRα は悪性度の低い
gliomaから悪性度の高い gliomaに至るまで発現が認められ、悪性度の高い glioma
ほどそのリガンドの mRNA 発現が高いことが示されている(Hermanson et al., 
1992)。また、免疫染色法によって脳腫瘍組織における PDGFRα タンパク質発現
が示されており、発現陽性患者は予後不良となる傾向が認められている(Varela et 
al., 2004)。さらに、PDGFRα のリガンドである PDGF-B をマウス脳に高発現させ
ることで、悪性腫瘍が形成される(Uhrbom et al., 1998)。以上から、PDGF シグナ
ル系は悪性腫瘍の発症や成長に大きく関与していると考えられる。
9ERBB family に属する分子である ERBB2 は成人の正常脳での発現は認められ
ないが glioma では発現が認められる(Mineo et al., 2004)。さらに、glioma の悪性
度上昇に伴い ERBB2 発現レベルが増加することが報告されている(Kristt and 
Yarden, 1996)。また、免疫染色法による悪性腫瘍組織での ERBB2 タンパク質発
現解析の結果、ERBB2 の高発現が認められる患者は低発現患者と比較して予後
不良であることが報告されている(Mineo et al., 2007)。以上から、ERBB2 は悪性
腫瘍の悪性度に関与すると考えられる。
以上のように、増殖因子受容体は腫瘍で高発現していることや悪性度との関
与が示唆されていることから、その働きを選択的に阻害する分子標的薬が開発
されている。一例を挙げると ERBB2 を標的とした trastuzumab、bcr-abl および
c-kit を標的とした imatinib、EGFR を標的とした erlotinib, gefitinib などがある。
分子標的薬は、その分子が腫瘍に発現し腫瘍の成長に寄与している場合に効果
が期待できる。実際に imatinib についての臨床試験では、初めは脳腫瘍患者での
有効性は認められなかったが、後に PDGFRα 陽性患者での効果を再解析したと
ころ有効性が示されたという例がある(Mladkova and Chakravarti, 2009)。
従来の分子標的療法では、個々の標的分子に対して発現の有無を検査してお
り、また、腫瘍の種類によって発現解析が行われる標的分子が限られていた。
従って、標的分子となり得る複数の分子の発現情報を同時に解析することが可
能となれば、分子標的療法の治療薬選択の幅が広がり治療方針の決定に役立つ
有用な情報が得られると考えられる。
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第 3 節 抗癌剤感受性の変動に関与する因子の解明に向けた戦略
悪性腫瘍に対する抗癌剤感受性変動に関与する因子を同定するためには、第 2
節で述べたトランスポータータンパク質や増殖因子受容体の発現情報を得るこ
とが不可欠である。しかし、これら分子は多数存在するため、個別解析では薬
剤感受性に関与すると認められた分子でも、複数分子が絡んでいる腫瘍増殖シ
ステム全体としてみた場合は、必ずしも主な働きをしていない可能性がある。
従って、多数の因子の中から抗癌剤感受性の変動に関与する主要な因子を明ら
かにする必要がある。そのため、本研究では以下の 2 点を考慮し、解析を行う
こととした。
I. 発現解析を行う試料について
本研究では、悪性腫瘍に対する抗癌剤感受性の変動に関与する因子を同定す
るために、異なる性質を有する 3 種類の試料(悪性腫瘍培養細胞株、ヒト悪性腫
瘍組織検体、悪性腫瘍 xenograft)を解析サンプルとして用いた。
In vitro 系培養細胞株は均一な性質を有することから単純なモデルであり、過
剰発現細胞や siRNA によるノックダウンを行った細胞など各解析対象分子の機
能解析が比較的容易であるという特徴を有する。また、トランスポータータン
パク質による抗癌剤の細胞内蓄積量の解析等が容易に行うことができるため、
本研究では薬剤感受性の変動に関与するトランスポーターを同定する目的で in 
vitro 系培養細胞株を解析サンプルとして使用した。
本研究では最終的に悪性腫瘍に対する個別化治療を見据えており、個別化治
療を実現するためにはヒト悪性腫瘍組織検体における膜タンパク質の発現プロ
ファイルを明らかにすることが不可欠である。そこで、悪性腫瘍患者から外科
的手術によって摘出を行ったヒト悪性腫瘍組織検体を解析サンプルとして使用
した。
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In vitro 系培養細胞株の欠点として、単純なモデルであることから生体の性質
を完全には反映していない。特に、EGFR に代表される増殖因子受容体は in vitro
系で細胞培養を行うと EGFR 遺伝子の増幅が低下することが報告されている
(Gan et al., 2013)ため、増殖因子受容体発現量と薬剤感受性との比較解析を行う
にあたり最適なモデルであるとは言い難い。また、ヒト悪性腫瘍組織検体を用
いた解析では生体そのものを解析可能であるという特徴を有するが、機能解析
が困難であるという欠点も有する。これら 2 種類の試料の欠点を補うために、
本研究では 3 つ目の試料としてヒト悪性腫瘍組織から作製した悪性腫瘍
xenograft を使用した。悪性腫瘍 xenograft を用いることでヒト悪性腫瘍組織検体
の性質をより反映した状態で薬剤感受性との比較解析等を行うことが可能とな
っている。そこで、複数の膜タンパク質発現量と分子標的薬を含む抗癌剤感受
性との比較解析を行うために悪性腫瘍 xenograft を解析サンプルとして使用した。
以上、本研究では異なる性質を有するこれら 3 種類の試料を用いてそれぞれ
の試料の長所を最大限利用することで、悪性腫瘍に対する抗癌剤感受性の変動
に関与する因子を同定することとした。
II. タンパク質レベルでの解析について
悪性腫瘍に対する抗癌剤感受性の変動に関与する因子を同定するためには、
第 2 節で述べたようなトランスポーターや増殖因子受容体など多数の膜タンパ
ク質を発現解析対象とすべきである。そのため、発現解析には膜タンパク質の
解析に応用可能なスループット性の高い手法を選択する必要性がある。
発現解析の手法は大きく分けて mRNA レベルのものとタンパク質レベルのも
のに分けられる。mRNA レベルの発現解析手法としては、northern blotting 法、
定量 PCR 法、DNA microarray 法などが挙げられる。その中でも DNA microarray
法は、ヒトゲノム上の全遺伝子に相当する数万分子の mRNA を解析可能である
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ことから高い網羅性を誇る手法である。また、mRNA レベルの解析手法では一
般に PCR による増幅が可能であるため、検出感度の面でもタンパク質レベルの
解析手法を大きく上回り、極めて有力な解析ツールである。一方、遺伝子の機
能実体は mRNA から翻訳されたタンパク質であるが、mRNA の発現量はタンパ
ク質の発現量と必ずしも相関しないという例が報告されている(Chen et al., 2002, 
Ohtsuki et al., 2012)。また、mRNA 発現量とタンパク質の活性は相関しないが、
タンパク質発現量と活性は相関するという報告は複数存在する(Molina-Arcas et 
al., 2005, Lotfi et al., 2006)。さらに、トランスポーターや増殖因子受容体などの
膜タンパク質は機能を発揮する細胞コンパートメント、すなわち細胞膜上に局
在しているタンパク質の量が極めて重要である。以上のことから、直接機能を
反映する細胞内局在部位におけるタンパク質レベルでの発現解析を行うことが
薬剤耐性・感受性の要因となる分子の同定に必須であると考えられる。
タンパク質レベルでの解析手法としては、抗体を用いた western blotting 法や
ELISA 法および免疫染色法などがあり、抗体によっては非常に高感度なタンパ
ク質の検出が可能である。しかし、抗体に依存するこれらの手法では抗体の交
差性の問題を避けることができず、全てのタンパク質に感度の良い抗体が存在
とは限らない。また、スループット性が低く、バイオマーカー探索のような大
規模解析には適さない。大規模なタンパク質解析法にはこれまで広く用いられ
てきた手法である二次元電気泳動法(2D-PAGE)や質量分析装置を用いた shotgun 
proteomics などがある。しかし、2D-PAGE はタンパク質の状態での分離精製を
必要とするため、膜タンパク質のような難溶性のタンパク質の解析には適さな
い。また、質量分析装置を用いた shotgun proteomics 法はより強く検出されたピ
ークから優先して同定が行われるため、膨大なノイズペプチドによってトラン
スポーターのような微量タンパク質を検出することが困難であるという課題が
ある。ある報告では、腎糸球体に対して SDS-PAGE を組み合わせた shotgun 
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proteomics を行い、合計で 6686 タンパク質を同定していながら、その中に含ま
れる ABC トランスポーターは ABCB3 のみであった(Miyamoto et al., 2007)。その
ため、トランスポーターなどの膜タンパク質の発現解析を行うためには多量に
存在するタンパク質に影響を受けない方法である必要がある。また、shotgun 
proteomics 法自体はタンパク質の同定法であり、サンプル間での相対定量しか行
うことができない。一般的に LC-MS/MS によるピーク検出は再現性に乏しく、
単純にピーク強度から得た定量値で議論することはできないため、何らかの標
準リファレンス試料が無い限り異なる実験間での比較や多施設間での比較を行
うことができない。さらに、同一分子間での相対定量値が得られるだけなので、
異なるタンパク質間の発現量の大小を議論することができない。これらの問題
点を解決するためにためには絶対定量法、すなわちサンプル中に標的タンパク
質が何 fmol 存在するかを議論できる手法が必要である。
当研究室では高速液体クロマトグラフィー接続型タンデム質量分析装置
(LC-MS/MS)を用いたタンパク質多分子同時絶対定量法を膜タンパク質に応用
し、トランスポーターを始めとする膜タンパク質同時絶対定量法による定量的
標的プロテオミクスの手法を確立した(Kamiie et al., 2008, Ohtsuki et al., 2011, 
Uchida et al., 2013)。本手法では、各タンパク質に特異的なアミノ酸配列を持つ
標準ペプチドおよび安定同位元素標識した内標準ペプチドを合成し、生体試料
タンパク質のトリプシン消化ペプチドを内標準法で定量する(Fig. 1-1)。トリプシ
ン消化産物ペプチドを定量対象とすることで、2D-PAGE で問題となっていた膜
タンパク質の脂溶性の高さについては克服することができる。また、質量分析
装置としては、トリプルステージ四重極型 MS/MS システムの SRM/MRM 
(selected reaction monitoring/multiple reaction monitoring) modeを用いることで高感
度な定量を可能にしている。SRM/MRM mode では質量分析装置の Q1 部でプリ
カーサーイオンの質量電荷比 m/z を、Q3 部でプロダクトイオンの m/z を選択す
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る二重のフィルタリングによって夾雑物を排除し、S/N 比を向上させるため微量
成分の定量に適している(Fig. 1-1)。また、本手法は標的分子に特異的な配列を定
量対象としており、質量分析装置を用いることで 1 アミノ酸残基の違いから区
別することが可能であるため、抗体を用いた解析手法で問題となる交差反応性
もない。さらに、質量フィルター (channel, m/z)を高速に切り替えることで、複
数のペプチドを 1 分析で検出することが可能である。本定量法を用いることで
トランスポーターや増殖因子受容体などの膜タンパク質の網羅的かつ定量的な
解析が可能であり、本法は解析対象サンプルの膜タンパク質の発現特性を明ら
かにするために適している。従って、LC-MS/MS を用いた膜タンパク質多分子
同時絶対定量法は、膜タンパク質の中から薬剤感受性の変動に関与する分子を
同定することに適した方法であると考えられる。
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Fig. 1-1 Experimental procedures for absolute quantification of multiple proteins 
with LC-MS/MS
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第 4 節 本研究の目的
本研究では、第 3 節で述べた戦略に従い悪性腫瘍における抗癌剤感受性変動
の要因を明らかとすることを目指し、以下を本研究の目的とした。
1. 複数のトランスポータータンパク質発現量と抗癌剤感受性との比較解析を
行うことで in vitro 系培養細胞株における薬剤感受性変動に関与するトラン
スポーターの同定を行うこと(第 2 章)
2. ヒト悪性腫瘍組織検体における膜タンパク質発現プロファイルを明らかに
し個別化分子標的療法のターゲット候補分子の同定を行うこと(第 3 章)
3. 複数のタンパク質発現量と抗癌剤感受性との比較解析を行うことで悪性腫
瘍 xenograft line における抗癌剤感受性変動に関与する膜タンパク質の同定
を行うこと(第 4 章、第 5 章、第 6 章)
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第 2 章 癌細胞パネルを用いた薬剤感受性変動に関与する因子の同定
第 1 節 序論
第 1 章で述べたように悪性腫瘍に対する化学療法の薬剤耐性には様々なトラ
ンスポータータンパク質が関与していると考えられている。そのため、癌細胞
におけるトランスポーターの網羅的な発現量解析により薬剤耐性・感受性因子
の同定を行うことができれば、化学療法における薬剤感受性を予測することが
可能になり、臨床の場において効率的な抗癌剤の選択につながると考えられる。
従って、本章では癌細胞株におけるトランスポーターの網羅的な絶対発現量解
析により定量的発現プロファイルを明らかにし、抗癌剤に対する感受性との比
較解析を行うことで抗癌剤感受性の個人差に関与するトランスポータータンパ
ク質の同定を行うことを目的とした。
また、本章で発現解析を行うにあたり使用した癌細胞株は、財団法人癌研究
会癌化学療法センター分子薬理部の矢守隆夫部長らによって確立された癌細胞
パネルに含まれる癌細胞株である。この癌細胞パネルは 39 種類の培養癌細胞株
を集めたものであり、これら癌細胞株の抗癌剤に対する薬剤感受性が一括して
データベース化されている(Yamori, 2003)。そのため、トランスポーターの発現
量と薬剤感受性との関連性を研究するために非常に有用なツールとなっている。
薬剤感受性は GI50 (50%増殖阻害濃度)で表され、各抗癌剤の感受性は癌細胞株に
より異なり、GI50 をパネル全体で示すとその薬剤に固有のパターン(fingerprint)
を示すことが明らかとなっている。
この癌細胞パネルにおける非常に興味深い点として、fingerprint が類似する抗
癌剤は作用機序がよく一致することが挙げられる。この結果から、新規抗癌剤
の fingerprint をすでに作用機序の判明している抗癌剤の fingerprint と比較し、類
似する fingerprint を有する抗癌剤が存在した場合、新規抗癌剤の作用機序はその
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抗癌剤の作用機序と一致する可能性が高いと考えられる。実際、癌細胞パネル
を用いることで、作用機序が不明であった抗癌物質 MS-247 の作用機序がトポイ
ソメラーゼ I および II の阻害であることが予測され、その通りであることが証
明されている(Yamori et al., 1999)。また、癌細胞パネルの薬剤感受性データベー
スと遺伝子発現との比較解析も行われており、薬剤感受性と遺伝子発現との間
に相関が認められることが報告されている。既知の相関も確かめられており、
チミジル酸シンターゼの発現は 5-fluorouracil への感受性と負の相関性を示して
いる(Dan et al., 2002)。以上のことから、癌細胞株の薬剤感受性データベースの
信頼性が高いことが証明されている。
本章では、この癌細胞パネルに含まれている細胞株 39 種類のうち、胃癌細胞
株 6 種(St-4, MKN45, MKN1, MKN28, MKN7, MKN74)および乳癌細胞株 5 種
(MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231)を発現解析に使用した。これら胃
癌および乳癌細胞株は、各細胞株間における薬剤感受性に大きな差が認められ
ている(Yamori, 2003, Nakatsu et al., 2005)。例えば、胃癌および乳癌細胞株では
gemcitabine 感受性が 10000 倍感受性株と耐性株で異なり、乳癌細胞株では
methotrexate 感受性が 3400 倍感受性株と耐性株で異なっている。細胞株間で薬
剤感受性により差がある方が薬剤耐性に関与する因子を同定することが容易に
なると考えられるため、これらの細胞株を比較解析対象とした。
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第 2 節 結果
2-2-1. 胃癌および乳癌細胞株におけるトランスポータータンパク質発現量
胃癌細胞株 6 種および乳癌細胞株 5 種から調製した crude membrane fraction に
対して定量的標的プロテオミクスの手法を用い、90 種類の膜タンパク質の絶対
発現量解析を行った。測定対象とした 90種類の膜タンパク質には 34種類のABC
トランスポータータンパク質、53 種類の SLC トランスポータータンパク質、2
種類の細胞膜マーカータンパク質(Na+/K+ ATPase, γ-gtp)、およびその他のタンパ
ク質(RLIP76)が含まれている。発現解析の結果、胃癌細胞株においては 11 種類
の膜タンパク質(MRP1, GLUT1, 4F2hc, LAT1, MCT1, RFC1, ENT1, ATA1, PCFT, 
Na+/K+ ATPase, γ-gtp)の発現が認められた(Table 2-1)。また、乳癌細胞株において
は上記胃癌細胞株で発現が認められた膜タンパク質に加えて MRP5, BCRP, 
OATP3A1 の発現が認められた(Table 2-2)。なお、Table 2-1 および Table 2-2 で*
を付けた定量値は各測定で設定した 4 つの SRM/MRM transition のうち 2 つの
SRM/MRM transition でピークが検出されたものであり、信頼性に劣る定量値と
して記載している。GLUT1, 4F2hc, Na+/K+ ATPase に関しては今回解析を行った
11 種類の細胞株全てにおいて発現が認められた一方で、BCRP に関しては乳癌
細胞株である HBC-5 のみにおいて発現が認められた。抗癌剤に対する薬剤耐性
に関与すると知られているMDR1を含むその他の 76種類の膜タンパク質に関し
ては、全ての細胞株においてその発現量は定量限界以下であった(Table 2-3)。
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Table 2-1 Expression levels of membrane proteins in crude membrane fraction of 
six human stomach cancer cell lines
Crude membrane fraction of six human stomach cancer cell lines (St-4, MKN45, 
MKN1, MKN28, MKN7, MKN74) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis 
using LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the 
average of 2 to 12 quantitative values from four SRM/MRM transitions in one to three 
analyses. Each value represents the mean ± S.E.M. (n=2-12 SRM/MRM transitions). 
U.L.Q. means “under the limit of quantification” and the value in brackets following 
U.L.Q. represents the value of the quantification limit (fmol/μg protein). 
*The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other 
detected molecules, because in these cases only two among four SRM/MRM transitions 
gave detectable peak areas over 5000 counts.
St-4 MKN45 MKN1 MKN28 MKN7 MKN74
ABC transporter proteins
ABCC1 / MRP 1 2.45 ± 0.29 1.36 ± 0.13* 0.588 ± 0.072* U.L.Q. (<0.151) U.L.Q. (<0.156) U.L.Q. (<0.197)
ABCC5 / MRP 5 U.L.Q. (<0.620) U.L.Q. (<0.756) U.L.Q. (<0.425) U.L.Q. (<0.235) U.L.Q. (<0.280) U.L.Q. (<0.445)
ABCG2 / BCRP U.L.Q. (<0.467) U.L.Q. (<0.311) U.L.Q. (<0.692) U.L.Q. (<0.706) U.L.Q. (<0.744) U.L.Q. (<0.972)
SLC transporter proteins
SLC2A1 / GLUT1 55.0 ± 5.3 30.3 ± 2.7 14.8 ± 1.6 286 ± 10 149 ± 5 179 ± 12
SLC3A2 / 4F2hc 21.5 ± 1.6 1.93 ± 0.25 5.49 ± 0.50 3.64 ± 0.14 2.23 ± 0.06 2.71 ± 0.22
SLC7A5 / LAT1 2.93 ± 0.64* U.L.Q. (<0.242) U.L.Q. (<0.301) U.L.Q. (<0.255) U.L.Q. (<0.376) U.L.Q. (<0.356)
SLC16A1 /  MCT1 2.40 ± 0.46 0.929 ± 0.097* 2.73 ± 0.56* U.L.Q. (<0.846) U.L.Q. (<0.489) U.L.Q. (<0.580)
SLC19A1 /  RFC1 0.659 ± 0.087 0.585 ± 0.141 0.389 ± 0.037* 0.450 ± 0.147 0.189 ± 0.053* U.L.Q. (<0.0754)
SLCO3A1 / OATP 3A1 U.L.Q. (<0.448) U.L.Q. (<0.334) U.L.Q. (<0.498) U.L.Q. (<0.273) U.L.Q. (<0.266) U.L.Q. (<0.323)
SLC29A1 /  ENT1 U.L.Q. (<0.388) 3.15 ± 0.50* U.L.Q. (<0.565) U.L.Q. (<0.596) U.L.Q. (<0.399) U.L.Q. (<0.311)
SLC38A1 /  ATA1 1.27 ± 0.39* 0.917 ± 0.126* U.L.Q. (<0.440) 0.724 ± 0.121* 1.98 ± 0.56* U.L.Q. (<0.317)
SLC46A1 /  P CFT 1.60 ± 0.09* 0.513 ± 0.218* U.L.Q. (<0.744) 0.558 ± 0.048 0.400 ± 0.118* U.L.Q. (<0.242)
Membrane marker proteins
Na+/K+ ATP ase 14.2 ± 1.7 8.61 ± 0.79 11.4 ± 1.5 10.6 ± 0.8 6.83 ± 0.51 4.28 ± 0.28
γ -gtp 1.31 ± 0.09* 0.907 ± 0.090* U.L.Q. (<0.356) U.L.Q. (<0.110) U.L.Q. (<0.0920) U.L.Q. (<0.117)
Quantitative values in stomach cancer cell lines (fmol/µg protein) 
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Table 2-2 Expression levels of membrane proteins in crude membrane fraction of 
five human breast cancer cell lines
Crude membrane fraction of five human breast cancer cell lines (MCF-7, HBC-4, 
BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis 
using LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the 
average of 3 to 12 quantitative values from four SRM/MRM transitions in two or three 
analyses. Each value represents the mean ± S.E.M. (n=3-12 SRM/MRM transitions). 
U.L.Q. means “under the limit of quantification” and the value in brackets following 
U.L.Q. represents the value of the quantification limit (fmol/μg protein). 
*The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other 
detected molecules, because in these cases only two among four SRM/MRM transitions 
gave detectable peak areas over 5000 counts.
MCF-7 HBC-4 BSY-1 HBC-5 MDA-MB-231
ABC transporter proteins
ABCC1 / MRP 1 U.L.Q. (<0.315) U.L.Q. (<0.125) 0.409 ± 0.002* U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.310)
ABCC5 / MRP 5 1.06 ± 0.16* 0.478 ± 0.047* 0.615 ± 0.173 U.L.Q. (<0.228) 0.887 ± 0.172*
ABCG2 / BCRP U.L.Q. (<0.312) U.L.Q. (<0.420) U.L.Q. (<1.05) 3.95 ± 0.28 U.L.Q. (<0.391)
SLC transporter proteins
SLC2A1 / GLUT1 18.7 ± 0.5 66.2 ± 1.9 21.8 ± 0.5 40.2 ± 1.5 41.8 ± 2.3
SLC3A2 / 4F2hc 62.2 ± 2.4 4.32 ± 0.51 5.10 ± 0.14 2.81 ± 0.23 3.61 ± 0.17
SLC7A5 / LAT1 3.85 ± 0.65 0.694 ± 0.121* U.L.Q. (<0.312) U.L.Q. (<0.256) U.L.Q. (<0.365)
SLC16A1 /  MCT1 U.L.Q. (<0.445) U.L.Q. (<0.305) U.L.Q. (<0.584) U.L.Q. (<0.454) U.L.Q. (<0.633)
SLC19A1 /  RFC1 1.41 ± 0.33 0.887 ± 0.127 0.474 ± 0.127 0.952 ± 0.127 U.L.Q. (<0.192)
SLCO3A1 / OATP 3A1 U.L.Q. (<0.165) U.L.Q. (<0.233) U.L.Q. (<0.228) 0.373 ± 0.076* U.L.Q. (<0.176)
SLC29A1 /  ENT1 3.28 ± 0.60 3.71 ± 0.32 0.678 ± 0.112* 2.32 ± 0.39 2.46 ± 0.64*
SLC38A1 /  ATA1 0.938 ± 0.093 U.L.Q. (<0.174) U.L.Q. (<0.326) U.L.Q. (<0.179) U.L.Q. (<0.169)
SLC46A1 /  P CFT Not measured. 0.334 ± 0.024* 0.320 ± 0.021* 0.663 ± 0.055 Not measured.
Membrane marker proteins
Na+/K+ ATP ase 6.23 ± 0.42 12.2 ± 0.6 17.7 ± 1.2 27.2 ± 1.0 5.96 ± 0.34
γ -gtp U.L.Q. (<0.129) 0.746 ± 0.178 U.L.Q. (<0.0866) 2.77 ± 0.38 U.L.Q. (<0.143)
Quantitative values in breast cancer cell lines (fmol/µg protein) 
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Table 2-3 Membrane proteins under the limit of quantification in crude membrane 
fraction of six human stomach cancer cell lines and five human breast cancer cell 
lines
Crude membrane fractions of six human stomach cancer cell lines (St-4, MKN45, 
MKN1, MKN28, MKN7, MKN74) and five human breast cancer cell lines (MCF-7, 
HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231) were examined by multiplexed-SRM/MRM 
analysis using LC-MS/MS.
ABC transporter proteins
ABCA1 / ABC1 ABCA2 / ABC2 ABCA3 / ABC3 ABCA4 / ABCR ABCA5
ABCA6 ABCA7 ABCA8 ABCA9 ABCA10 /  ABC10
ABCA12 / ABC12 ABCA13 / ABC13 ABCB1 / MDR1 ABCB4 / MDR3 ABCB5
ABCB11 / BSEP ABCC2 / MRP 2 ABCC3 / MRP 3 ABCC4 / MRP 4 ABCC6 / MRP 6
ABCC7 / CFTR ABCC8 / SUR1 ABCC9 / SUR2 ABCC10 / MRP 7 ABCC11 /  MRP8
ABCC12 / MRP 9 ABCC13 ABCG1 / White ABCG4 / White2 ABCG5
ABCG8
SLC transporter proteins
SLC6A4 / SERT SLC6A8 / CRT1 SLC10A1 / NTCP SLC10A2 /  ASBT SLC15A1 / P EP T1
SLC15A2 /  P EP T2 SLC16A7 / MCT2 SLC21A2 / P GT SLCO1A2 / OATP 1A2 SLCO1B1 / OATP 1B1
SLCO1B3 /  OATP 1B3 SLCO1C1 / OATP 1C1 SLCO2B1 / OATP2B1 SLCO4A1 / OATP 4A1 SLCO4C1 / OATP 4C1
SLCO5A1 / OATP5A1 SLCO6A1 / OATP 6A1 SLC22A1 / OCT1 SLC22A2 /  OCT2 SLC22A3 / OCT3
SLC22A4 /  OCTN1 SLC22A5 / OCTN2 SLC22A6 / OAT1 SLC22A7 /  OAT2 SLC22A8 / OAT3
SLC22A9 /  UST3 SLC22A10 / OAT5 SLC22A11 /  OAT4 SLC22A12 / URAT1 SLC22A13 /  OCTL1
SLC22A14 / OCTL2 SLC22A15 / FLIP T1 SLC22A16 /  CT2 SLC22A18 SLC28A1 / CNT1
SLC28A2 /  CNT2 SLC28A3 / CNT3 SLC29A2 / ENT2 SLC29A4 /  P MAT SLC47A1 / MATE1
SLC47A2 /  MATE2 SLC47A2 / MATE2k SLC51A1 / OSTα SLC51A1BP / OSTβ
Other molecules
RLIP 76
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2-2-2. 胃癌細胞株における MRP1 発現量と抗癌剤感受性の比較解析
MRP1 は vincristine, doxorubicin, epirubicin, methotrexate などの様々な抗癌剤を
細胞外へと排出することがこれまでに報告されており(Zeng et al., 2001, Nunoya 
et al., 2003, Garrido et al., 2011)、胃癌細胞株 6 種のうち 3 種類で発現が認められ
た一方で乳癌細胞株 5 種のうちでは 1 種類のみで発現が認められた。胃癌細胞
株 6 種の間では少なくとも 16.2 倍の MRP1 発現量差が認められ、これは GLUT1 
(19.3倍の発現量差)に続いて 2番目に発現量の差が大きい膜タンパク質であった
(Table 2-1)。
Fig. 2-1 に示す通り、MRP1 の発現が認められた胃癌細胞株(St-4, MKN45, 
MKN1)において MRP1 発現量および 5 種類の抗癌剤に対する感受性(|log10GI50|)
との間に高い負の相関性が認められた(etoposide: r=-0.994, vincristine: r=-0.994, 
epirubicin: r=-0.986, vinblastine: r=-0.964, doxorubicin: -0.952)。なお、抗癌剤に対す
る感受性を示す値である|log10GI50|は癌細胞パネルの薬剤感受性データベースか
ら引用し(Nakatsu et al., 2005)、これら 5 種類の抗癌剤の構造式は Fig. 2-2 に示し
た。また、MRP1 の発現が認められなかった胃癌細胞株(MKN28, MKN7, MKN74)
では GLUT1 が高発現している(>149 fmol/μg protein)ことが認められた一方で、
MRP1 の発現が認められた細胞株(St-4, MKN45, MKN1)では GLUT1 発現量が相
対的に低い(14.8-55.0 fmol/μg protein)ことが認められた(Table 2-1)。
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Fig. 2-1 Correlation between protein expression level of MRP1 and drug sensitivity 
of six human stomach cancer cell lines
Chemosensitivity to anticancer drugs (etoposide, vincristine, epirubicin, vinblastine, 
doxorubicin) was obtained from a database of chemosensitivities of a panel of human 
cancer cell lines (Nakatsu et al., 2005). The GI50 value is 50% growth-inhibitory 
concentration. Each dot and bar on the Y-axis represents the mean ± S.E.M. (n=1-3). 
The correlation coefficient (r) in this figure refers only to the three MRP1-expressing 
cell lines (St-4, MKN1, MKN45).
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Fig. 2-2 Structure of five anticancer drugs (etoposide, vincristine, epirubicin, 
vinblastine, doxorubicin)
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2-2-3. 胃癌細胞株における etoposide 感受性に対する MRP1 発現の影響
Fig. 2-1 および Fig. 2 に示した抗癌剤の中でも etoposide に関しては胃癌の化学
療法で使用されていることが報告されている(Morant, 2001, Lage, 2003)。
Etoposide 耐性への MRP1 の関与を検証するために MRPs を介した輸送を阻害す
る MK571 を MRPs 阻害剤として用い(Leier et al., 1996)、etoposide の細胞内蓄積
量測定および etoposide 感受性測定を行った。
まずは MRP1 発現量が胃癌細胞株における etoposide 細胞内蓄積量に影響を与
えるかを検証するため、MRP1 が発現している胃癌細胞株(St-4, MKN45, MKN1)
を用いて定常状態(48 hr)における etoposide の cell to medium ratio (C/M ratio)を
MK571 存在下および非存在下の両条件で LC-MS/MS を用いて測定した。50 μM
の MK571 を細胞に処理することで 3 種類の胃癌細胞株全てにおいて etoposide
の C/M ratio は増加した(Fig. 2-3A)。さらに、MRP1 による etoposide 排出クリア
ランスを反映する値である 1/(C/Mss ratio)-1/(C/Mss ratioMK571)が MRP1 発現量と
良好な正の相関性(r=0.998)を示した(Fig. 2-3B)。
次に、MRP1 を阻害することによって etoposide に対する感受性が変化するか
を検証するため、MRP1 が発現している胃癌細胞株(St-4, MKN45, MKN1)を用い
て etoposide を 72 時間処理した後に etoposide に対する IC50 の測定を行った。50 
μM の MK571 を細胞に処理することで 3 種類の胃癌細胞株全てにおいて
etoposideに対する IC50が減少し、etoposideに対する感受性が増加した(Table 2-4)。
さらに、MRP1 発現量が低い胃癌細胞株(MKN1)と比較して MRP1 の発現量が高
い胃癌細胞株(St-4, MKN45)において IC50 の減少量が高いことが認められた。
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Fig. 2-3 Effect of MK571 on the uptake amount of etoposide in three human 
stomach cancer cell lines
Three human stomach cancer cell lines (St-4, MKN45, MKN1) were incubated at 37oC 
for 48 hours in uptake medium containing 1 µM etoposide with or without 50 µM 
MK571, a MRPs inhibitor. Uptake amount of etoposide was measured by 
HPLC-MS/MS and was expressed as cell-to-medium ratio (C/M ratio, μL/mg protein). 
(A) Effect of MK571 on the uptake amount of etoposide in three human stomach cancer 
cell lines. Each column represents the mean ± S.E.M. (n=4). (B) Correlation between 
1/(C/Mss ratio) - 1/(C/Mss ratioMK571) and expression level of MRP1. Each dot and bar 
on the Y-axis represents the mean ± S.E.M. (n=3).
Table 2-4 Effect of MK571 on the chemosensitivity of three human stomach cancer 
cell lines to etoposide
Three human stomach cancer cell lines (St-4, MKN45, MKN1) were exposed for 72 
hours to various concentrations of etoposide with or without 50 μM MK571, a MRPs 
inhibitor. Control was etoposide exposure without MK571. The IC50 value was 
determined by plotting the percentage cell viability versus the concentration of 
etoposide. Each value of MRP1 expression represents the mean ± S.E.M. (n=4).
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2-2-4. 乳癌細胞株におけるトランスポータータンパク質発現量と抗癌剤感受性
の比較解析
癌細胞パネルの薬剤感受性データベースから、今回解析を行った 5 種類の乳
癌細胞株の間で gemcitabine (最大 1.00 x 104 倍の感受性差)および MTX (最大 3.39 
x 103 倍の感受性差)に対する感受性に大きな差が認められることが分かってい
る(Nakatsu et al., 2005)。なお、gemcitabine および MTX の構造式に関しては Fig. 
2-4 に示した。Fig. 2-5 に示す通り、5 種類の乳癌細胞株における gemcitabine に
対する感受性は 4F2hc (r=0.781)および MRP5 (r=0.721)と高い相関性を示した(Fig. 
2-5A, B)。しかし、gemcitabine 感受性と 4F2hc 発現量との間には高い相関係数
(r=0.781)が認められたが、4F2hc は MCF-7 細胞株のみで非常に高発現しており
(62.2 fmol/μg protein)、その他の 4 種類の乳癌細胞株では相対的に低発現してい
る(2.81-5.10 fmol/μg protein)ことが認められた(Fig. 2-5A)。
乳癌細胞株における抗癌剤感受性と膜タンパク質発現量との間の高い相関性
は MTX に対する感受性と RFC1 (r=0.690)および ENT1 (r=0.566)との間にも認め
られた(Fig. 2-5C, D)。Fig. 2-5C に示す通り、HBC-5 細胞株を除外すると MTX 感
受性と RFC1 発現量との間には非常に高い正の相関性(r=0.965)が認められた。こ
の結果から、RFC1 はこれら乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, MDA-MB-231)に
おける MTX 感受性に対して主に関与する膜タンパク質と考えられ、一方で
HBC-5 細胞株における MTX 感受性にはその他の因子が関与していると考えら
れた。
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Fig. 2-4 Structure of gemcitabine and methotrexate
Fig. 2-5 Correlation between anti-cancer drug sensitivity and protein expression 
level in five human breast cancer cell lines
Chemosensitivity to MTX and gemcitabine was obtained from a database of 
chemosensitivities of a panel of human cancer cell lines (Nakatsu et al., 2005). The GI50
value is the 50% growth-inhibitory concentration. Dots and bars on the Y-axis represent 
the mean ± S.E.M. (n=3).
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2-2-5. 乳癌細胞株における methotrexate 感受性に対する RFC1 発現の影響
乳癌細胞株におけるMTX耐性へのRFC1の関与を検証するために[3H]MTXの
細胞内蓄積量測定を行った。まずは[3H]MTX 初期取り込み過程における RFC1
の関与を検証するため、5 種類の乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, 
MDA-MB-231)に対し 0.5 μCi/200 μL (90 nM)の[3H]MTX を 3, 10, 30 min 処理し、
[3H]MTX の放射活性を用いて C/M ratio を算出した。5 種類の乳癌細胞株それぞ
れの[3H]MTX 初期取り込み過程(3, 10, 30 min)において、時間依存的に[3H]MTX
の C/M ratio の増加が認められた(Fig. 2-6A)。また、HBC-5 細胞株を除いた 4 種
類の乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, MDA-MB-231)では、3 min および 10 min
における[3H]MTX の C/M ratio から算出した[3H]MTX 初期取り込み速度は RFC1
発現量(r=0.861)および MTX 感受性(r=0.956)とそれぞれ高い相関性を示した(Fig. 
2-6B, C)。
次に、定常状態における[3H]MTX 細胞内蓄積量に対する RFC1 の関与を検証
するため、5 種類の乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231)に対
し 0.5 μCi/1 mL (18 nM)の[3H]MTX を 48 hr 処理し、初期取り込み測定と同様に
[3H]MTX の放射活性を用いて C/M ratio を算出した。HBC-5 細胞株を除いた 4 種
類の乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, MDA-MB-231)では、定常状態(48 hr)にお
ける[3H]MTX の C/M ratio は RFC1 発現量(r=0.982)および MTX 感受性(r=0.919)
とそれぞれ高い相関性を示した(Fig. 2-7)。なお、HBC-5 細胞株は定常状態にお
ける[3H]MTX の C/M ratio が解析を行った 5 種類の乳癌細胞株の中でも高い(202 
μL/mg protein)にも関わらず MTX に対しては耐性であることが認められたため
(Fig. 2-7B)、RFC1 およびその他のトランスポータータンパク質以外の因子が
HBC-5 細胞株の MTX 感受性に関与していることが示唆された。
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Fig. 2-6 Correlation of initial uptake of [3H]MTX to RFC1 protein level or 
sensitivity to MTX in five human breast cancer cell lines
Five human breast cancer cell lines (MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231) 
were incubated at 37oC for 3, 10, and 30 min in uptake medium containing 0.5 μCi/200 
μL (90 nM) of [3H]MTX. (A) Time dependent manner of C/M ratio of [3H]MTX under 
the initial uptake condition. Each dot and bar represent the mean ± S.E.M. (n=4) (B) 
Correlation between initial uptake rate of [3H]MTX and RFC1 expression in five human 
breast cancer cell lines. Each dot and bar represent the mean ± S.E.M. (X-axis: n=3, 
Y-axis: n=4). (C) Correlation between initial uptake rate of [3H]MTX and 
chemosensitivity to MTX. Chemosensitivity to MTX was obtained from a database of 
chemosensitivities of a panel of human cancer cell lines (Nakatsu et al., 2005). The GI50
value is 50% growth-inhibitory concentration. Each dot on the Y-axis represents the 
mean (n=4).
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Fig. 2-7 Correlation of intracellular amount of [3H]MTX in the steady state to 
RFC1 protein expression level or MTX sensitivity of five human breast cancer cell 
lines
Five human breast cancer cell lines (MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231)
were incubated at 37oC for 48 hours in uptake medium containing 0.5 μCi/1 mL (18 
nM) of [3H]MTX. Intracellular amount of [3H]MTX was expressed as cell-to-medium 
ratio (μL/mg protein). (A) Correlation between intracellular amount of [3H]MTX and 
RFC1 protein expression level in a steady-state condition for five human breast cancer 
cell lines. Each dot and bar represent the mean ± S.E.M. (X-axis: n=3, Y-axis: n=4). (B) 
Correlation between intracellular amount of [3H]MTX and chemosensitivity to MTX in 
a steady-state condition. Chemosensitivity to MTX was obtained from a database of 
chemosensitivities of a panel of human cancer cell lines (Nakatsu et al., 2005). The GI50
value is 50% growth-inhibitory concentration. Each dot on the Y-axis represents the 
mean (n=4).
Fig. 2-8 Structure of methotrexate polyglutamate
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2-2-6. 乳癌細胞株における methotrexate 代謝関連酵素発現量
前述した通り、乳癌細胞株の中でも HBC-5 細胞株における MTX 感受性はト
ランスポータータンパク質のみでは説明ができないことが示唆された。また、
[3H]MTX の C/M ratio は放射活性を用いて算出しているため、この C/M ratio は
細胞内での[3H]MTX 代謝物も含めた値であると考えられる。MTX は細胞内へと
取り込まれた後にポリグルタミル化を受けることで能動輸送による細胞外への
排出の影響を受けにくくなり、結果として MTX の薬効が増強されることが報告
されている(Cole et al., 2001)。なお、MTX ポリグルタミル化体の構造を Fig. 2-8
に示す。Fig. 2-9 に示す通り、MTX のポリグルタミル化を行う酵素として FPGS
が、逆に脱グルタミル化を行う酵素としてGGHが報告されている(Waltham et al., 
1997)。このように MTX 感受性には MTX の細胞内代謝も関与している可能性が
あるため、MTX の代謝酵素である FPGS および GGH、そして MTX の標的酵素
である DHFR の絶対発現量解析を行った。
解析対象として HBC-5 細胞株に加え、HBC-5 細胞株と定常状態における
[3H]MTXの C/M ratio が同程度である一方でMTX に対して 1290 倍感受性が高い
HBC-4 細胞株について whole cell lysate におけるこれら MTX 代謝関連酵素の絶
対発現量解析を行った。Table 2-5 上段に示す通り、両細胞株(HBC-4, HBC-5)に
おいて DHFR および FPGS の発現が認められたが有意な発現量差は認められな
かった。FPGS に関しては定量限界以下(0.330 fmol/μg protein)の発現であったた
め、SDS-PAGE で分離後に in-gel digestion 法を用いてサンプルに含まれる夾雑物
量を減少させた後に発現量解析を行った(Fig. 2-10)。なお、in-gel digestion を行う
にあたり gelの切り出しは FPGS の分子量(64.6 kDa)が含まれる 50-75 kDa の範囲
で行った。Table 2-5 下段に示す通り、両細胞株において FPGS の発現が検出さ
れ、MTX 感受性細胞である HBC-4 細胞株における FPGS の発現量は MTX 耐性
細胞株である HBC-5 細胞株と比較して 2.38 倍高いことが認められた。
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Fig. 2-9 Intracellular accumulation of methotrexate polyglutamate and mode of 
action for methotrexate
Table 2-5 Expression levels of metabolic enzymes of methotrexate in whole cell 
lysate of methotrexate resistant and sensitive human breast cancer cell lines
Whole cell lysates of two human breast cancer cell lines (HBC-4 and HBC-5) were 
digested with trypsin. Proteins of whole cell lysate for in-gel trypsin digestion were 
separated by SDS-PAGE, and the gel bands (50-75 kDa) were cut out for in-gel trypsin 
digestion. Tryptic digest of each cell line was analyzed by multiplexed-SRM/MRM with 
LC-MS/MS. The amount of each protein was determined as the average of 5 to 12 
quantitative values from four SRM/MRM transitions in two or four analyses. Each 
value represents the mean ± S.E.M. (n=5-12 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means 
“under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents 
the value of the quantification limit (fmol/μg protein).
RFC1
PCFT
MTX
MTX
MTX-Glu2
MTX-Glu3
MTX-Glu4
MTX-Glu7
DHFR
OAT1~4
OATP1B1
FPGSGGH
GGH
GGH
GGH
GGH
FPGS
FPGS
FPGS
FPGS
Folic acid
DHF
THF
Purine and thymidylate
synthesis
MRP1~5,BCRP
MRP5,BCRP
BCRP
Plasma membrane
Expression ratio
HBC-4 (sensitive to MTX) HBC-5 (resistant to MTX) HBC-4/HBC-5
DHFR 0.859 ± 0.019 0.842 ± 0.026 1.02
FPGS U.L.Q. (< 0.327) U.L.Q. (< 0.330) -
GGH 1.25 ± 0.06 1.18 ± 0.05 1.06
In-gel digested sample
FPGS 0.525 ± 0.170 0.221 ± 0.046 2.38
Quantitative velues (fmol/µg protein)
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Fig. 2-10 Identification of FPGS in whole cell lysate of human breast cancer cell 
line after in-gel digestion method
Whole cell lysate of human breast cancer cell line (HBC-5) were digested with trypsin. 
Proteins of whole cell lysate for in-gel trypsin digestion were separated by SDS-PAGE, 
and the gel bands (50-75 kDa) were cut out for in-gel trypsin digestion. Tryptic digests
were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS. (A-D)
Chromatograms of four SRM/MRM transitions for non-labeled peptide 
(DPIFQPPSPPK) of FPGS. (E-H) SRM/MRM chromatograms of four MRM transitions 
for stable isotope labeled peptide (DPIFQPPSPP*(13C5,
15N)K). Filled peaks were the 
peaks identified as specific signals. The m/z values (Q1/Q3) of the SRMs/MRMs were 
A: 611.8/622.4, B: 611.8/341.2, C: 611.8/897.5, D 611.8/750.4, E: 614.8/628.4, F: 
614.8/347.2, G: 614.8/903.5, H: 614.8/756.4
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2-2-7. 乳癌細胞株における methotrexate ポリグルタミル化体の細胞内蓄積量
前述した通り、MTX ポリグルタミル化酵素である FPGS の発現量は HBC-4 細
胞株と比較して MTX 耐性細胞株である HBC-5 細胞株で低発現していた(Table 
2-5)。実際に HBC-5 細胞株では MTX のポリグルタミル化が阻害されているかを
検証するため、HBC-4 および HBC-5 の両細胞株に対し MTX を 24 hr 処理し、定
常状態での MTX および MTX ポリグルタミル化体(MTX-Glu2~MTX-Glu7)の細胞
内蓄積量を LC-MS/MS を用いて測定した。その結果、MTX~MTX-Glu5 は両細胞
株で蓄積が認められ、MTX-Glu6 は HBC-4 細胞株のみで蓄積が認められた(Fig. 
2-11A)。なお、MTX-Glu7 に関しては両細胞株で蓄積が検出されなかった。また、
Fig. 2-11B に示す通り、HBC-5 細胞株における MTX 細胞内蓄積量は HBC-4 細胞
株と比較して 2.01 倍であった。しかし、MTX のポリグルタミル化が進行するに
伴い(MTX→MTX-Glu6)、その相対蓄積量は MTX 耐性細胞株である HBC-5 細胞
株で減少していくことが認められた(Fig. 2-11B)。
Fig. 2-11 Intracellular accumulation of methotrexate polyglutamates in 
methotrexate resistant and sensitive human breast cancer cell lines
Two human breast cancer cell lines (HBC-4 and HBC-5) were incubated at 37oC for 24 
hours in uptake medium containing 200 nM methotrexate. Intracellular amounts of 
methotrexate and its polyglutamates (MTX-Glu2~MTX-Glu6) were measured by 
LC-MS/MS. (A) Intracellular amounts of each MTX polyglutamate in HBC-4 and 
HBC-5 cell lines. Each dot and bar represent the mean ± S.E.M. (HBC-4: n=2, HBC-5: 
n=3). (B) Relative intracellular amount of each MTX polyglutamate in MTX-resistant 
HBC-5 cell line as compared to MTX-sensitive HBC-4 cell line.
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第 3 節 考察
胃癌および乳癌細胞株におけるトランスポータータンパク質発現について
本章における研究では薬剤感受性の変動に関与する主なトランスポーターを
同定するために、まず胃癌および乳癌細胞株から調製した crude membrane 
fraction における複数トランスポータータンパク質の絶対発現量を明らかにした。
発現解析を行った 90 種類の膜タンパクの中で、11 種類の癌細胞株(6 種類の胃癌
細胞株および 5 種類の乳癌細胞株)全てで発現が認められたのは GULT1 および
4F2hc のみであり、葉酸取り込みトランスポーターである RFC1 は 9 種類の細胞
株において発現が認められた。このように、各癌細胞株において発現している
トランスポータータンパク質およびその絶対発現量には大きな差が存在するこ
とが示唆された。さらに、ENT1 は 5 種類の乳癌細胞株全てで発現が認められた
が胃癌細胞株では MKN45 のみ発現が認められた。一方で、MCT1 は乳癌細胞株
では発現が認められなかったが 6 種類の胃癌細胞株のうち 3 種類の細胞株で発
現が認められた(Table 2-1, 2-2)。この結果は、トランスポータータンパク質の中
には癌の種類によって発現傾向が異なるものが存在することを示唆している。
実際これまでに、乳癌細胞株における ENT1 の mRNA 発現量は胃癌細胞株と比
較して高発現していることが報告されている(Lu et al., 2002, Kameyama et al., 
2011)。また、免疫染色法を用いた研究で、胃癌組織において MCT1 は乳癌組織
と比較して高頻度に発現が認められることが報告されている(Pinheiro et al., 
2010)。従って、これらのトランスポータータンパク質の発現傾向は本研究の結
果と一致していることが認められた。
MDR1 は様々な抗癌剤を細胞外へと排出することで多剤耐性に関与すること
が報告されており、癌細胞における薬剤耐性を考えるうえで重要かつ有名な
ABC トランスポーターである(Szakacs et al., 2006)。しかし、本研究結果から
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MDR1 は全ての細胞株で発現が認められず、一方でその他の ABC トランスポー
ターである MRP1, MRP5, BCRP の発現は認められた(Table 2-1, 2-2)。過去の報告
では、doxorubicinに持続的に暴露させ元の細胞と比較して16.6倍以上doxorubicin
耐性化した HepG2 細胞株では MDR1 の高発現が認められるなど、抗癌剤に対す
る獲得耐性細胞株で MDR1 の高発現が認められる報告が多数存在する(Li et al., 
2004)。また、肺転移肉腫の患者に対し doxorubicin 投与を行った後に MDR1 の
mRNA 発現が増加することも報告されている(Abolhoda et al., 1999)。これらの過
去の報告に基づくと MDR1 は主に抗癌剤に対する獲得耐性に関与していると考
えられる。従って、獲得耐性に対して MDR1 は重要な役割を担うが、今回解析
を行った細胞株は獲得耐性細胞株ではないため、薬剤感受性の細胞株間差には
MDR1 以外の分子が重要な役割を担っている可能性がある。
胃癌細胞株におけるトランスポーター発現量と抗癌剤感受性との関係について
Fig. 2-1 に示す通り、MRP1 が発現している胃癌細胞株 3 種類(St-4, MKN45, 
MKN1)において MRP1 発現量は 5 種類の抗癌剤(etoposide, vincristine, epirubicin, 
vinblastine, doxorubicin)と負の相関性を示した。これら 5 種類の抗癌剤は全て
MRP1 の基質となることがこれまでに報告されている(Loscher and Potschka, 2005, 
Szakacs et al., 2006)。従って、今回解析を行った胃癌細胞株においてこれらの抗
癌剤は MRP1 によって細胞外へと排出されていると考えられる。実際に、MRP1
を介した etoposide 輸送を MK571 で阻害した結果、胃癌細胞株における etoposide
の細胞内蓄積量が増加した(Fig. 2-3A)。MK571 は MRP1 の他に MRP4 および
MRP5 を介した輸送の阻害もすることが報告されているが、本研究の結果から胃
癌細胞株 3 種類(St-4, MKN45, MKN1)ではこれらのトランスポーターの中では
MRP1 のみ発現が認められている(Table 2-1)。従って、etoposide 細胞内蓄積量測
定を行った細胞株に対して、MK571 は主に MRP1 を介する輸送を阻害していた
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ことが示唆された。また、MRP1 による etoposide 排出クリアランスを反映する
値である 1/(C/Mss ratio)-1/(C/Mss ratioMK571)が MRP1 発現量と正の相関を示すこ
とが認められた(Fig. 2-3B)。従って、これらの胃癌細胞株では MRP1 の絶対発現
量が etoposide 排出クリアランスを制御しており、MRP1 発現量が高い細胞株ほ
ど etoposide の細胞外排出の影響を受けやすく etoposide 感受性が低下すると考え
られる。過去の報告において、MRP1 を強制発現させた HEK293 細胞株では
etoposide 感受性が親細胞と比較して低下し、一方で、tacrolimus 処理によって
MRP1 発現量を低下させた T98G 神経膠芽腫細胞では etoposide に対する感受性
が増加することが認められている(Nunoya et al., 2003, Garrido et al., 2011)。これら
の報告は etoposide 感受性に対する MRP1 の関与を示唆しているが細胞内の
etoposide 蓄積量は解析していない。本研究の結果から、胃癌細胞株では MRP1
発現によって etoposide の細胞内蓄積量が低下した結果 etoposide 感受性が低下し
たことが示唆されたため、実際に MRP1 阻害剤を処理することで感受性が増加
するかを解析した。Table 2-4 に示す通り、MRP1 が発現している胃癌細胞株に
対し MRP1 阻害剤である MK571 を etoposide と併用することで etoposide 感受性
が増加した。従って、胃癌細胞株における etoposide の感受性低下には MRP1 発
現による etoposide の細胞内蓄積量の低下が関与しており、MRP1 阻害剤を
etoposide に併用することで etoposide の感受性を回復させることができると示唆
された。
膜タンパク質絶対発現量と抗癌剤感受性との比較解析の結果から、ある細胞
株群における抗癌剤の薬剤感受性機構に関与するトランスポーターはその他の
細胞株群においては関与が認められないことを示唆している。その例として、
前述した通り MRP1 の発現が認められる 3 種類の胃癌細胞株(St-4, MKN45, 
MKN1)においては etoposide 感受性に MRP1 発現が関与するという共通の
etoposide 感受性機構を有していると考えられる(Fig. 2-1A)。しかし、その他の胃
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癌細胞株(MKN28, MKN7, MKN74)においては MRP1 発現量と etoposide 感受性と
の間に相関性は認められず(Fig. 2-1A)、これらの細胞株における etoposide 感受
性には MRP1 以外の因子が関与している可能性がある。これらの細胞株では
MRP1 が発現している 3 種類の胃癌細胞株(St-4, MKN45, MKN1)と比較して
GLUT1 が高発現しており、さらに etoposide に対する感受性も低い(Fig. 2-1A)。
GLUT1 の高発現が認められる胃癌患者では GLUT1 低発現患者と比較して全生
存期間が短いことが報告されていることから(Kawamura et al., 2001)、GLUT1 高
発現による胃癌細胞株悪性度の増加が etoposide 感受性の低下に関与している可
能性がある。
乳癌細胞株におけるトランスポーター発現量と抗癌剤感受性との関係について
Fig. 2-5Cに示した乳癌細胞株におけるRFC1発現量と methotrexate (MTX)感受
性の例では、4 種類の乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, MDA-MB-231)で高い正
の相関性が認められたことからこれらの細胞株では RFC1 が関与する共通の
MTX 感受性機構を有すると考えられる。RFC1 はアニオン交換輸送を駆動力と
する葉酸取り込みトランスポーターであり、葉酸類似体の抗癌剤である MTX を
基質とすることが報告されている(Moscow et al., 1997, Sharif et al., 1998)。本研究
は、複数細胞株における RFC1 絶対発現量と MTX 感受性および定常状態での
[3H]MTX 細胞内蓄積量との間の相関性を示した初めての研究である(Fig. 2-5C, 
2-7)。本研究の結果から、乳癌細胞株において RFC1 発現量が増加することで
RFC1 を介した MTX の細胞内取り込みが増加し、その結果として MTX 感受性
が増加していることが示唆された。
一方で、Fig. 2-5C に示す通り HBC-5 細胞株のみ相関性を示さず、RFC1 が高
発現しているが MTX に対する感受性が低いことが認められた。この結果から、
HBC-5 細胞株においてはその他の乳癌細胞株 (MCF-7, HBC-4, BSY-1, 
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MDA-MB-231)とは異なり RFC1 以外の機構が MTX 感受性に主に関与している
ことが示唆された。膜タンパク質発現解析の結果、解析を行った全 11 種類の癌
細胞株の中でもHBC-5細胞株のみにおいてBCRPの発現が認められた(Table 2-1, 
2-2)。BCRP は ABCG ファミリーに属する ABC トランスポーターであり ATP を
駆動力として MTX を細胞外へと排出することが報告されている(Chen et al., 
2003, Volk and Schneider, 2003)。従って、HBC-5 細胞株では RFC1 によって一度
細胞内へと取り込まれたMTXがBCRPの高発現によって再び細胞外へと排出さ
れた結果、MTX 感受性が低下したと考えられた。しかし、Fig. 2-7A に示した
[3H]MTX 細胞内蓄積量測定の結果、RFC1 発現量が同程度である HBC-4 細胞株
と比較しても HBC-5 細胞株における[3H]MTX 細胞内蓄積量は高いことが認めら
れ、BCRP の[3H]MTX 細胞外排出への関与は低いことが示唆された。なお、HBC-4
細胞株は HBC-5 細胞株と比較して 1290 倍感受性が高いことから、トランスポー
タータンパク質を介した MTX の細胞内外への輸送過程では HBC-4 細胞株およ
び HBC-5 細胞株間の MTX 感受性は説明ができないことが示唆された。
第 2 節 結果 2-2-6.でも述べた通り、MTX は細胞内でポリグルタミル化を受け
ることで MTX 細胞内蓄積時間が延長することが報告されており、さらに MTX
ポリグルタミル化体蓄積量の減少が MTX 感受性の低下に関与することも報告
されている(Waltham et al., 1997, Cole et al., 2001, Assaraf, 2007)。また、MTX の標
的酵素であるDHFRの過剰発現もMTX感受性の低下に関与することが報告され
ている(Gorlick et al., 1996)。HBC-5 細胞株(MTX 耐性)では MTX のポリグルタミ
ル化を行う酵素である FPGS の発現量が HBC-4 細胞株(MTX 感受性)のわずか
42.1%であった一方で、脱グルタミル化を行う酵素である GGH および MTX の
標的分子である DHFR の発現量は両細胞株でほとんど差は認められなかった
(Table 2-5)。さらに、グルタミン酸残基がより多く結合した MTX ポリグルタミ
ル化体(MTX-Glu4, -Glu5, -Glu6)の HBC-5 細胞株における細胞内蓄積量は HBC-4
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細胞株と比較して低いという結果であった(Fig. 2-11)。これらの結果を踏まえる
と、HBC-5 細胞株における FPGS 発現量低下に伴う MTX ポリグルタミル化反応
の低下が MTX 感受性の低下に関与していると考えられる。しかし、今回検出さ
れた MTX ポリグルタミル化体の中でも最もグルタミン酸が結合した MTX-Glu6
においても両細胞株間の蓄積量差は少なくとも 2.09 倍である(HBC-4: 199 
fmol/mg protein vs HBC-5: U.L.Q. < 95.1fmol/mg protein)にも関わらず(Fig. 2-11A)、
両細胞株間では 1.290 倍もの MTX 感受性差が認められている。従って、FPGS
の発現量はこれら細胞株間での MTX 感受性を一部説明しているに過ぎない。各
MTXポリグルタミル化体のDHFR (MTXの標的酵素)に対する阻害活性は未だ明
らかになっておらず、今後阻害活性を明らかにすることが MTX 感受性の細胞株
差(個人差)を解明する一つの方法であると考えられる。また、22 番目の leucine
が arginine に変異した DHFR は MTX への親和性が低下して MTX 感受性の低下
に関与することが報告されていることから(Lewis et al., 1995)、DHFR の変異に関
しても考慮する必要があると考えられる。
以上、第 2 章の結論として、胃癌細胞株においては etoposide 感受性変動に
MRP1 発現量が、乳癌細胞株においては MTX 感受性変動に RFC1 および FPGS
がそれぞれ関与していることが示唆された。また、詳細なメカニズムに関して
は未だ不明ではあるが GLUT1 や 4F2hc の発現量に関しても薬剤感受性の変動に
関与する可能性があることが今回の解析から分かった。このように、定量的標
的プロテオミクスを用いることで、オミクスや個別解析の結果蓄積されてきた
薬剤感受性候補分子の中から実際に薬剤感受性の変動に主な関与を示す分子を
同定することが可能であることが示唆された。
43
第 3 章 悪性脳腫瘍組織検体における膜タンパク質発現プロファイルの解明
第 1 節 序論
悪性脳腫瘍は、脳組織自体から発生する原発性脳腫瘍、他の臓器の癌が脳へ
転移した転移性脳腫瘍の大きく 2 種類に分類される。さらに、原発性脳腫瘍は
細胞の形や性質により細かく分類されており、グリア細胞から発生する glioma
が原発性脳腫瘍全体の約 44%を占め最も発症率が高い(Raizer, 2005)。Glioma は
さらに組織学的特徴を基にした悪性度によってgrade I~IVの4グループに分類さ
れ、grade I の腫瘍が最も悪性度が低く、grade IV が最も悪性度が高い(Louis et al., 
2007)。この中でも、神経膠芽腫(glioblastoma multiforme: GBM)と呼ばれる種類の
glioma は高浸潤性や高い治療抵抗性を有しており、WHO による脳腫瘍分類にお
いて最も悪性度の高い grade IV に属している。原発性脳腫瘍が他臓器に転移す
る頻度は低いが、逆に、他臓器で生じた癌が脳に転移することが多く、これは
転移性脳腫瘍と呼ばれる。特に肺癌からの転移が高く、次いで乳癌からの転移
が多いことが分かっている(Gerstner and Fine, 2007)。悪性脳腫瘍は治療困難な腫
瘍の一つであり、glioma 全体の 5 年生存率は 38%、最も悪性度の高い GBM は
6%と極めて予後不良である(国立がんセンターホームページより)。また、転移
性脳腫瘍についても 5 年生存率が 13%と予後不良である。そのため、悪性脳腫
瘍の予後改善は大きな課題となっている。
第 1 章で述べた通り、悪性脳腫瘍のような固形腫瘍の場合は外科的手術によ
って腫瘍部位の完全摘出を行うことが最適な治療法といえる。しかし、脳腫瘍
は浸潤性が高く正常部位との境界が不明瞭であるため、完全摘出を行うことが
非常に困難である。さらに、脳は生命維持や運動および思考を司る中枢として
重要な機能を有する部位が存在することから、その部位に腫瘍が形成された場
合には腫瘍の一部を温存せざるを得ない。従って、悪性脳腫瘍治療では、残存
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した腫瘍に対する適切な化学療法や放射線療法を行うことが重要である。外科
的手術の補助療法として行われる化学療法の重要性は高いが、現在用いられて
いる標準的な補助療法に対し耐性を示す患者も存在するため、手術で温存した
腫瘍に対しその特性に応じた適切な治療を行うことが求められている。また、
悪性脳腫瘍では腫瘍の特性によって発現している標的分子の種類が異なってい
ることが報告されている(Kleihues and Ohgaki, 1999)。以上のように、患者によっ
て腫瘍の特性が異なっているため脳腫瘍に対する分子標的治療も含めた個別化
治療の重要性は高く、この個別化治療を確立するためには治療感受性や悪性度
の指標となる分子の同定が必須であると考えられる。
トランスポーターは薬剤の取り込みや排出、そして栄養の供給に関与し、増
殖因子受容体は腫瘍の成長などに関与しているなど、これらの分子は腫瘍にと
って重要な役割を果たしている。さらに、増殖因子受容体の多くは分子標的薬
の標的となっており、化学療法における重要な分子となっている。しかし、こ
れまでに悪性脳腫瘍組織におけるトランスポーターおよび増殖因子受容体タン
パク質絶対発現量の網羅的な解析例は報告されていない。また、分子標的薬の
標的分子の発現は通常個別の分子ごとに発現解析を行っているが、これまでに
述べた通り標的分子は多数存在するため、同時に発現解析を行うことでより迅
速な標的療法の選択につながると考えられる。
従って、本章では定量的標的プロテオミクスを用いて悪性脳腫瘍組織検体に
おけるトランスポーターおよび増殖因子受容体タンパク質などの発現解析を行
い、どの膜タンパク質がどの程度発現しているか、そしてどの程度発現に個人
差が認められるかを明らかにすることとした。さらに、その中から個別化分子
標的治療のターゲット候補となり得る分子を同定することとした。なお、本研
究は東北大学大学院薬学研究科および金沢大学大学院医学系研究科の倫理委員
会の承認のもと行った。
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第 2 節 結果
3-2-1. 悪性脳腫瘍組織からの細胞膜画分調製
本研究では悪性脳腫瘍組織における膜タンパク質の発現プロファイルを明ら
かにするために、83 症例の悪性脳腫瘍組織(GBM 58 症例(うち再発 GBM 8 症例
含む)、転移性脳腫瘍 9 症例、その他の悪性脳腫瘍 16 症例)を解析対象として研
究を行った(Table 3-1)。また、悪性脳腫瘍に加え、良性脳腫瘍(検体 ID: PA)、悪
性リンパ腫(検体 ID: ML)、および悪性脳腫瘍組織の対照組織としての非腫瘍脳
組織 12 症例に関しても解析対象とした(Table 3-1)。なお、脳腫瘍検体および非
腫瘍脳組織については金沢大学大学院医学系研究科 脳・脊髄機能制御学 濱田
潤一郎 教授および中田光俊 講師から提供を受けた。また、非腫瘍脳組織のう
ち ABS111174161, ABS352JK00909, ABS2467970101 の 3 検体については
Analytical Biological Services Inc. (Wilmington, DE, USA)から購入した。定量的標
的プロテオミクスの手法を用いた複数膜タンパク質の絶対発現量解析を行うに
先立ち、これら脳腫瘍組織および非腫瘍脳組織から plasma membrane fraction を
調製した。ホモジナイズ法によって組織破砕を行った後にスクロース密度勾配
遠心法(第 8 章 実験方法参照)を用いて湿重量 86.6-1240 mg (平均 501 mg)の組織
検体から38.6-1760 μg protein (平均289 μg protein)のplasma membrane fractionを得
た(Fig. 3-1)。
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Table 3-1 Patient information analyzed in this study
The above patient information is as of September 24, 2013. ACNU: nimustine, 
CBDCA: carboplatin, CDDP: cisplatin, CPM: cyclophosphamide, CPT-12: 
camptothecin, CTx: chemotherapy, GEM: gemcitabine, IAR: interferon-β+nimustine, 
MCNU: ranimustine, MTX: methotrexate, PAV: procarbazine+nimustine+vincristine, 
PFS: progression-free survival, RTx: radiation therapy, TMZ: temozolomide, VCR: 
vincristine
Age Sex
Histological diagnosis
(WHO grade)
Survival time
(months)
PFS
(months)
Therapy
Glioblastoma multiforme
GBM031997 39 F Glioblastoma (IV) 6.6 Unknown RTx, CTx (ACNU, MCNU)
GBM040909 34 M Radiation-induced glioblastoma (IV) 17.9 14.4 RTx, CTx (TMZ)
GBM2 78 M Glioblastoma (IV) 24.8 5.0 Unknown
GBM4 8 M Glioblastoma (IV) 9.0 5.0 RTx, CTx (ACNU, MCNU, VCR)
GBM21 52 M Glioblastoma (IV) 12.3 7.6 RTx, CTx (ACNU)
GBM35 32 M Glioblastoma (IV) 12.0 7.0 RTx, CTx (IAR)
GBM45 57 F Glioblastoma (IV) 21.1 13.9 RTx, CTx (TMZ)
GBM50 64 F Glioblastoma (IV) 23.1 7.1 RTx,  CTx (TMZ)
GBM52 64 M Glioblastoma (IV) 18.2 11.0 RTx, CTx (TMZ)
GBM53 68 M Glioblastoma (IV) 62.4 5.0 RTx, CTx (TMZ)
GBM55 64 M Glioblastoma (IV) 18.5 10.2 RTx, CTx (TMZ)
GBM61 65 M Glioblastoma (IV) 41.9 Unknown RTx, CTx (TMZ)
GBM70 59 F Glioblastoma (IV) 25.7 10.0 RTx, CTx (TMZ)
GBM71 55 M Glioblastoma (IV) 15.4 9.2 RTx, CTx (TMZ)
GBM86 86 M Glioblastoma (IV) 11.6 3.7 RTx, CTx (TMZ)
GBM87 53 M Glioblastoma (IV) 12.8 9.0 RTx, CTx (TMZ)
GBM88 59 F Glioblastoma (IV) 38.7 38.7 RTx, CTx (TMZ)
GBM89 76 M Glioblastoma (IV) 16.1 4.4 RTx, CTx (TMZ)
GBM90 78 F Glioblastoma (IV) 8.8 6.1 RTx, CTx (TMZ)
GBM91 71 M Glioblastoma (IV) 38.2 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM98 65 M Glioblastoma (IV) 10.2 7.0 RTx, CTx (TMZ)
GBM99 61 F Glioblastoma (IV) 16.4 6.7 RTx, CTx (TMZ)
GBM100 61 M Glioblastoma (IV) 13.7 12.8 RTx, CTx (TMZ)
GBM105 55 M Glioblastoma (IV) 19.3 13.9 RTx, CTx (TMZ)
GBM106/Autopsy 58 M Glioblastoma (IV) 0.6 RTx, CTx (TMZ)
GBM107 43 M Glioblastoma (IV) 18.9 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM108 79 F Glioblastoma (IV) 11.3 8.5 RTx, CTx (TMZ)
GBM109 83 M Glioblastoma (IV) 11.0 8.0 RTx, CTx (TMZ)
GBM113 68 F Glioblastoma (IV) 14.6 6.8 Neoadjuvant RTx, CTx (TMZ)
GBM114 71 M Glioblastoma (IV) 14.0 9.6 RTx, CTx (TMZ)
GBM115 64 M Glioblastoma (IV) 12.8 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM116 70 M Glioblastoma (IV) 8.0 3.4 RTx, CTx (TMZ)
GBM117 80 F Glioblastoma (IV) 11.8 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM118 74 M Glioblastoma (IV) 11.3 8.6 RTx, CTx (TMZ)
GBM119 54 M Glioblastoma (IV) 11.2 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM123 62 M Glioblastoma (IV) 9.1 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM124 61 M Glioblastoma (IV) 9.0 8.4 RTx, CTx (TMZ)
GBM125 60 M Glioblastoma (IV) 7.8 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM126 15 F Secondary glioblastoma (IV) 8.2 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM127 77 F Secondary glioblastoma (IV) 6.9 Unknown RTx, CTx (TMZ)
GBM130 63 M Glioblastoma (IV) 5.4 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM131 44 M Secondary glioblastoma (IV) 4.9 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM132 42 F Secondary glioblastoma (IV) 4.9 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM133 76 M Glioblastoma (IV) 4.8 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM134 39 M Glioblastoma (IV) 4.6 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM135 72 M Glioblastoma (IV) 4.1 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM136 68 M Glioblastoma (IV) 3.2 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
GBM137 76 F Glioblastoma (IV)
GBM138 73 F Glioblastoma (IV)
Autopsy 77 M Glioblastoma (IV) 24.4 7.3 RTx, CTx (TMZ)
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Table 3-1 Patient information analyzed in this study (Continued)
The above patient information is as of September 24, 2013. ACNU: nimustine, 
CBDCA: carboplatin, CDDP: cisplatin, CPM: cyclophosphamide, CPT-12: 
camptothecin, CTx: chemotherapy, GEM: gemcitabine, IAR: interferon-β+nimustine, 
MCNU: ranimustine, MTX: methotrexate, PAV: procarbazine+nimustine+vincristine, 
PFS: progression-free survival, RTx: radiation therapy, TMZ: temozolomide, VCR: 
vincristine
Age Sex
Histological diagnosis
(WHO grade)
Survival time
(months)
PFS
(months)
Therapy
Recurrent glioma
Rec24 68 M Glioblastoma (IV) / Recurrence of GBM53 57.3 No recurrence RTx, CTx (TMZ)
Rec29 58 F Glioblastoma (IV) / Recurrence of GBM45 21.1 13.9 RTx, CTx (TMZ)
Rec44 39 M Secondary glioblastoma (IV) 37.5 4.3 RTx, CTx (TMZ)
Rec45 35 M Glioblastoma (IV) / Recurrence of GBM040909 17.9 14.4 CTx (Sunitinib) after recurrence
Rec48 60 F Glioblastoma (IV) / Recurrence of GBM70 25.7 10.0 CTx (TMZ)
Rec49 39 M Glioblastoma (IV) / Recurrence of Rec44 33.3 23.9 RTx, CTx (TMZ)
Rec51 77 M Glioblastoma (IV) / Recurrence of GBM89 16.1 4.4 CTx (TMZ)
Rec53/MRI+ 47 M Oligodendroglioma (II) MRI positive / Malignant change 18.6 6.8 CTx (TMZ)
Rec53/MRI- 47 M Oligodendroglioma (II) MRI negative / Malignant change 18.6 6.8 CTx (TMZ)
Rec56 55 M Glioma (II or III) 13.3 No recurrence CTx (TMZ)
Rec58 35 M Anaplastic astrocytoma (III) / Recurrence of AA15 7.1 6.0 CTx (TMZ)
Rec59 57 M Glioblastoma (IV) / Recurrence of GBM105 5.3 No recurrence CTx (TMZ)
Metastatic brain tumor
Meta5 74 F Metastatic brain tumor from lung cancer Unknown Unknown
Meta7 49 M Metastatic brain tumor from lung cancer 10.8 23.5
Meta8 61 F Metastatic brain tumor from lung cancer 8.4 Unknown
Meta12 76 F Metastatic brain tumor from lung cancer 34.2 11.6
Meta13 58 M Metastatic brain tumor from lung cancer 16.2 10.3 RTx, CTx (CDDP+GEM)
Meta14 76 M Metastatic brain tumor from lung cancer 13.8 1.5 RTx, CTx (CBDCA+CPT-12)
Meta16 32 M Metastatic brain tumor from lacrimal gland cancer 10.1 1.6 RTx
Meta17 66 M Metastatic brain tumor from lung cancer 13.5 No recurrence RTx
Meta29 53 F Metastatic brain tumor from breast cancer 8.8 No recurrence RTx
Other brain tumor
AM2 62 F Anaplastic meningioma (III) 7.0 1.0 RTx, CTx (Sunitinib)
AM4 37 F Atypical meningioma (II) 28.0 8.7 RTx, CTx (Sunitinib)
STC1 60 M Sinonasal teratocarcinosarcoma (N/D) 33.0 No recurrence RTx
DA27 52 M Astrocytoma (II) 29.1 No recurrence -
DA28 34 M Diffuse astrocytoma (II) 25.6 24.1 CTx (TMZ)
DA34 37 M Diffuse astrocytoma (II) 3.9 No recurrence -
AOA2 42 M Anaplastic oligoastrocytoma (III) 25.6 No recurrence CTx (PAV)
AA15 33 M Anaplastic astrocytoma (III) 32.4 15.7 CTx (TMZ)
AA16 28 F Anaplastic astrocytoma (III) 13.7 No recurrence CTx (TMZ)
PNET1 9 F Primitive neuroectodermal tumor (IV) 26.1 No recurrence RTx, CTx (CDDP, VCR, CPM)
PA 17 M Pituitary adenoma (Benign tumor) 23.2 No recurrence -
PA3 12 M Pilocytic astrocytoma (II) 11.3 No recurrence -
PXA20121023 23 F Pleomorphic xanthoastrocytoma (III or IV) 3.2 3.1 RTx, CTx (TMZ)
ML 66 M Malignant lymphoma (N/D) 19.0 No recurrence CTx (MTX)
Normal brain
ABS111174161 16 M Normal brain cortex - - -
ABS352JK00909 56 F Normal brain cortex - - -
ABS2467970101 70 M Normal brain cortex - - -
NB40 52 M Astrocytoma / Normal region of DA27 - - -
NB41 56 M SAH due to A-com rupture / Normal region - - -
NB43 9 F Primitive neuroectodermal tumor / Normal region of PNET1 - - -
NB44 11 F Capillary hemangioma / Normal region - - -
GBM99/Normal 61 F Glioblastoma / Normal region of GBM99 - - -
GBM115/Normal 64 M Glioblastoma / Normal region of GBM115 - - -
GBM125/Normal 60 M Glioblastoma / Normal region of GBM125 - - -
GBM137/Normal 76 F Glioblastoma / Normal region of GBM137 - - -
GBM138/Normal 73 F Glioblastoma / Normal region of GBM138 - - -
Patient ID
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3-2-2. 悪性脳腫瘍組織における複数膜タンパク質絶対発現量
本章の研究では分子標的薬を含む抗癌剤の薬効の個人差に関与する可能性の
ある 33 種類の膜タンパク質を発現解析の対象分子とした。なお、33 種類の膜タ
ンパク質には、13 種類の分子標的薬標的分子あるいはその候補分子、4 種類の
APC トランスポーター、10 種類の SLC トランスポーター、5 種類のその他の分
子(Claudin5, JAM-A, β-catenin, PECAM1, γ-gtp)、細胞膜マーカー分子(Na+/K+
ATPase)が含まれる。各組織検体から調製した plasma membrane fraction を用いて
これら膜タンパク質の発現解析を行った結果、VEGFR2 を除く 32 種類の膜タン
パク質についてはいずれかの検体で発現が認められた(Table 3-2)。なお、Table 
3-2 で*を付けた定量値は各測定で設定した 4 つの SRM/MRM transition のうち 2
つの SRM/MRM transition でピークが検出されたものであり、信頼性に劣る定量
値として記載している。また、N.D. (not detected)は安定同位元素標識内標準ペプ
チドおよび組織由来の標的ペプチドともにピークが検出されなかったことを示
し、N.Q. (not quantified)は該当分子の解析を行っていないことを示している。細
胞膜マーカータンパク質である Na+/K+ ATPase に関しては、Na+/K+ ATPase の安
定同位元素標識内標準ペプチドのピークが検出されなかった 2 検体(GBM45, 
Rec29)を除いた全ての検体で発現が認められた(Table 3-2)。
Table 3-2 に示した各組織検体における発現解析の結果に基づいて、GBM 検体
間および全ての脳腫瘍組織間それぞれにおける発現量平均値±標準偏差(S.D.)、
発現量中央値、最大発現量および最小発現量をまとめたものを Table 3-3 に示す。
なお、定量限界以下(U.L.Q.)であった検体に関しては発現量を 0 として計算に含
めている。分子標的薬標的分子の中でも EGFR は最も高頻度に発現が認められ、
GBM 組織検体の 85.7% (56 検体中 48 検体)、そして全ての脳腫瘍組織検体の
70.7% (83 検体中 70 検体)において発現が認められた。また、次に高頻度で認め
られた分子としては CD37 が挙げられ、GBM 組織検体の 72.7% (55 検体中 40 検
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体)、全ての脳腫瘍組織検体の 70.7% (82 検体中 58 検体)において発現が認められ
た。トランスポータータンパク質の中では GLUT1, GLUT3/14, 4F2hc の発現が全
てのGBM検体で認められた。なお、GLUT3/14に関してはGLUT3およびGLUT14
をともに認識するペプチド断片を用いて解析した定量値であり、GLUT3/14 の定
量値は GLUT3 および GLUT14 の発現量の和となっている。また、様々な抗癌剤
を細胞外へと排出する ABC トランスポーター(MDR1, MRP1, MRP4, BCRP)に関
しては GBM 組織検体の 60.3% (MDR1) - 94.8% (MRP4)で発現が認められ、分子
標的薬標的分子と比較すると高頻度に発現が認められる傾向であった。一方で、
SLC トランスポーターに関しては GBM 組織検体における発現頻度は 15.5% 
(PCFT) – 100% (GLUT1, GLUT3/14, 4F2hc)であり、各トランスポーターによって
大きな差があることが認められた。また、その他の分子に関しては β-catenin は
全ての GBM 組織検体において発現が認められ、JAM-A は 97.3% (37 検体中 36
検体)とほぼ全ての GBM 組織検体で発現が認められた。
前述した通り EGFR の発現は 85.7%の GBM 組織検体において認められたが、
EGFRの発現が認められた検体に限っても検体間で 496倍ものEGFR発現量差が
認められた(GBM52: 143 fmol/μg protein vs Rec24: 0.288 fmol/μg protein) (Table 
3-2)。GBM 組織検体を EGFR の平均発現量(18.6 fmol/μg protein)で EGFR 高発現
群および低発現群に分類した際、PDGFRα の発現は主に EGFR 低発現群に認め
られた(Fig. 3-2A, B)。さらに、c-kit の発現は PDGFRα 発現が認められる GBM 組
織検体において主に認められた(Fig. 3-2B, C)。一方で、VEGFR1 の発現は主に
EGFR 高発現群で認められた(Fig. 3-2A, D)。ERBB2 に関しては PDGFRα, c-kit, 
VEGFR1 と共発現している傾向は認められず、EGFR 高発現群および低発現群に
おける発現傾向に大きな差は認められなかった(Fig. 3-2E)。
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
GBM031997 GBM040909 GBM2 GBM4 GBM21 GBM35 GBM45 GBM50 GBM52
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.0570) 16.5 ± 0.6 11.3 ± 0.8 U.L.Q. (<0.0782) 1.48 ± 0.06 U.L.Q. (<0.399) U.L.Q. (<0.361) U.L.Q. (<0.0597) U.L.Q. (<0.137)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.182) U.L.Q. (<0.523) U.L.Q. (<0.0976) U.L.Q. (<0.183) U.L.Q. (<0.576) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.211) U.L.Q. (<0.475)
EGFR 1.95 ± 0.15 0.789 ± 0.023 6.56 ± 0.16 1.53 ± 0.11 0.772 ± 0.059 3.35 ± 0.43 N.Q. 24.1 ± 1.0 143 ± 7
ERBB2 2.43 ± 0.12 U.L.Q. (<0.0304) U.L.Q. (<0.195) U.L.Q. (<0.240) U.L.Q. (<0.0433) U.L.Q. (<0.172) 0.421 ± 0.090 U.L.Q. (<0.232) U.L.Q. (<0.0761)
VEGFR1 N.D. U.L.Q. (<1.98) U.L.Q. (<0.109) N.D. U.L.Q. (<2.06) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.0806) U.L.Q. (<2.06)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.735) U.L.Q. (<0.272) U.L.Q. (<0.112) U.L.Q. (<0.729) U.L.Q. (<0.289) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.0732) U.L.Q. (<0.283)
VEGFR3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.Q. N.Q. N.D. N.D.
FLT3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.Q. N.Q. N.D. N.D.
MET U.L.Q. (<0.191) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.180) U.L.Q. (<0.177) U.L.Q. (<0.201) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.114) U.L.Q. (<0.163)
IGFR U.L.Q. (<0.500) U.L.Q. (<0.376) U.L.Q. (<0.125) U.L.Q. (<0.499) U.L.Q. (<0.384) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.0742) U.L.Q. (<0.350)
CD33 U.L.Q. (<0.106) U.L.Q. (<0.306) U.L.Q. (<0.0372) 1.37 ± 0.06 * U.L.Q. (<0.0407) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.0416) U.L.Q. (<0.0431)
CD37 U.L.Q. (<0.414) 0.269 ± 0.035 * U.L.Q. (<0.110) 1.29 ± 0.21 * U.L.Q. (<0.158) N.Q. N.Q. 0.361 ± 0.010 * 0.340 ± 0.024 *
c-kit U.L.Q. (<0.255) 7.12 ± 0.60 U.L.Q. (<0.0329) U.L.Q. (<0.246) U.L.Q. (<0.692) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.0412) U.L.Q. (<0.672)
ABC transporter proteins
MDR1 U.L.Q. (<0.0436) 1.11 ± 0.13 0.450 ± 0.019 * U.L.Q. (<0.0426) 0.467 ± 0.099 0.608 ± 0.083 U.L.Q. (<0.250) 0.631 ± 0.013 * 0.740 ± 0.147
MRP1 2.52 ± 0.22 0.155 ± 0.045 * U.L.Q. (<0.0719) 0.627 ± 0.033 * 0.095 ± 0.014 * U.L.Q. (<0.133) N.Q. 0.703 ± 0.038 * 0.110 ± 0.029 *
MRP4 0.495 ± 0.029 0.465 ± 0.012 0.975 ± 0.040 0.550 ± 0.017 0.419 ± 0.029 0.485 ± 0.154 0.471 ± 0.114 0.612 ± 0.005 0.669 ± 0.040
BCRP 0.774 ± 0.081 * 3.22 ± 0.14 0.988 ± 0.042 0.585 ± 0.056 * 1.41 ± 0.16 1.18 ± 0.19 0.594 ± 0.180 2.23 ± 0.05 1.58 ± 0.14
SLC transporter proteins
ASCT2 2.15 ± 0.16 0.751 ± 0.201 * U.L.Q. (<0.196) 1.81 ± 0.10 U.L.Q. (<0.384) U.L.Q. (<0.589) U.L.Q. (<0.504) U.L.Q. (<0.115) U.L.Q. (<0.365)
GLUT1 13.4 ± 0.2 11.8 ± 0.3 21.4 ± 1.3 26.6 ± 0.9 17.6 ± 0.1 5.24 ± 0.65 26.6 ± 2.4 16.7 ± 0.9 5.59 ± 0.19
GLUT3/14 3.40 ± 0.09 2.13 ± 0.23 6.94 ± 0.18 7.22 ± 0.31 6.30 ± 0.28 7.77 ± 0.83 5.92 ± 0.31 4.38 ± 0.11 6.09 ± 0.35
MCT4 U.L.Q. (<0.566) U.L.Q. (<1.14) U.L.Q. (<1.19) 6.56 ± 0.16 3.26 ± 0.46 U.L.Q. (<0.229) 1.54 ± 0.08 U.L.Q. (<1.07) 1.15 ± 0.05 *
PEPT2 2.59 ± 0.28 0.590 ± 0.118 1.04 ± 0.03 U.L.Q. (<0.101) 0.433 ± 0.136 6.34 ± 0.47 0.605 ± 0.036 1.67 ± 0.19 0.843 ± 0.084
MCT1 5.71 ± 0.50 2.02 ± 0.27 2.03 ± 0.05 2.18 ± 0.12 2.42 ± 0.23 2.58 ± 0.95 * U.L.Q. (<0.917) 4.31 ± 0.38 1.85 ± 0.19
ENT1 N.D. N.D. 0.556 ± 0.058 * N.D. N.D. 1.02 ± 0.15 0.999 ± 0.125 1.43 ± 0.01 * N.D.
4F2hc 3.55 ± 0.50 4.80 ± 0.11 3.42 ± 0.26 4.69 ± 0.36 4.51 ± 0.23 2.44 ± 0.34 0.843 ± 0.089 4.08 ± 0.19 5.93 ± 0.31
PCFT 1.31 ± 0.11 U.L.Q. (<0.201) U.L.Q. (<0.146) 1.66 ± 0.06 U.L.Q. (<0.215) 0.859 ± 0.263 0.778 ± 0.239 U.L.Q. (<0.116) U.L.Q. (<0.195)
FATP1 U.L.Q. (<0.577) 5.39 ± 0.26 U.L.Q. (<0.312) U.L.Q. (<0.675) 2.62 ± 0.20 * U.L.Q. (<1.20) U.L.Q. (<1.02) 3.11 ± 0.36 3.65 ± 0.44
Other proteins
Claudin5 2.12 ± 0.12 * 1.07 ± 0.16 * 0.729 ± 0.106 * U.L.Q. (<0.427) U.L.Q. (<0.0958) U.L.Q. (<1.38) U.L.Q. (<0.812) 1.53 ± 0.18 0.825 ± 0.068 *
JAM-A N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1.18 ± 0.09 3.02 ± 0.54 N.D. N.D.
β-catenin 13.8 ± 1.2 4.95 ± 0.67 4.75 ± 0.94 1.68 ± 0.09 4.75 ± 0.49 7.44 ± 1.00 2.57 ± 0.29 14.6 ± 0.4 6.06 ± 0.81
PECAM1 2.11 ± 0.46 * 1.42 ± 0.25 * 2.19 ± 0.14 * 5.67 ± 0.35 U.L.Q. (<0.0656) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.106) U.L.Q. (<0.0436)
γ-gtp U.L.Q. (<0.306) 1.23 ± 0.23 * U.L.Q. (<0.324) U.L.Q. (<0.360) 1.29 ± 0.33 * 0.778 ± 0.094 0.569 ± 0.136 1.61 ± 0.10 * 0.934 ± 0.216 *
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 70.9 ± 5.0 67.5 ± 2.4 56.7 ± 2.8 20.7 ± 1.0 70.1 ± 2.9 82.4 ± 5.8 N.Q. 85.0 ± 5.9 83.4 ± 1.7
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
GBM53 GBM55 GBM61 GBM70 GBM71 GBM86 GBM87 GBM88 GBM89
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.389) U.L.Q. (<0.0488) U.L.Q. (<0.288) U.L.Q. (<0.0821) 0.471 ± 0.039 0.520 ± 0.010 * U.L.Q. (<0.0771) 0.457 ± 0.030 U.L.Q. (<0.142)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.196) U.L.Q. (<0.106) U.L.Q. (<0.301) U.L.Q. (<0.325) U.L.Q. (<0.549) U.L.Q. (<0.491) 0.957 ± 0.137 * 2.66 ± 0.34 U.L.Q. (<0.563)
EGFR 0.703 ± 0.112 8.71 ± 0.49 9.87 ± 0.55 1.51 ± 0.04 13.4 ± 1.5 10.3 ± 0.6 6.48 ± 0.48 8.59 ± 0.84 130 ± 3
ERBB2 1.13 ± 0.65 U.L.Q. (<0.173) 0.261 ± 0.032 1.21 ± 0.26 0.229 ± 0.029 * 0.185 ± 0.045 * 0.736 ± 0.212 1.02 ± 0.19 0.238 ± 0.052 *
VEGFR1 U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.0723) U.L.Q. (<0.211) U.L.Q. (<0.936) 3.00 ± 0.84 * U.L.Q. (<2.18) 1.47 ± 0.22 * U.L.Q. (<2.06) 4.09 ± 0.75 *
VEGFR2 U.L.Q. (<0.296) U.L.Q. (<0.0561) U.L.Q. (<0.308) U.L.Q. (<0.178) U.L.Q. (<0.274) U.L.Q. (<0.299) U.L.Q. (<0.188) U.L.Q. (<0.320) U.L.Q. (<0.332)
VEGFR3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
FLT3 N.D. N.D. N.D. U.L.Q. (<0.127) N.D. N.D. 1.08 ± 0.11 * N.D. N.D.
MET U.L.Q. (<0.616) U.L.Q. (<0.112) U.L.Q. (<0.642) U.L.Q. (<0.194) U.L.Q. (<0.184) U.L.Q. (<0.165) U.L.Q. (<0.263) U.L.Q. (<0.222) U.L.Q. (<0.193)
IGFR U.L.Q. (<0.297) U.L.Q. (<0.0310) U.L.Q. (<0.307) U.L.Q. (<0.0401) U.L.Q. (<0.366) U.L.Q. (<0.362) U.L.Q. (<0.0544) U.L.Q. (<0.432) U.L.Q. (<0.388)
CD33 U.L.Q. (<0.0699) U.L.Q. (<0.0711) 0.435 ± 0.112 * 0.199 ± 0.045 * U.L.Q. (<0.0434) U.L.Q. (<0.308) 0.392 ± 0.010 * 0.615 ± 0.163 U.L.Q. (<0.0462)
CD37 0.593 ± 0.023 * 0.400 ± 0.016 * 0.364 ± 0.058 * 0.177 ± 0.027 * 0.337 ± 0.023 * 0.264 ± 0.008 * 0.201 ± 0.025 * 0.462 ± 0.056 * 0.446 ± 0.024 *
c-kit U.L.Q. (<0.585) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.573) U.L.Q. (<0.314) U.L.Q. (<0.661) U.L.Q. (<0.674) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.894) U.L.Q. (<0.845)
ABC transporter proteins
MDR1 0.606 ± 0.074 0.472 ± 0.046 * 0.652 ± 0.219 0.127 ± 0.051 * 0.619 ± 0.113 0.484 ± 0.088 0.370 ± 0.082 U.L.Q. (<0.106) 1.18 ± 0.21
MRP1 0.591 ± 0.081 * 0.614 ± 0.083 * 0.274 ± 0.024 * 0.455 ± 0.055 0.124 ± 0.043 * 0.502 ± 0.100 0.447 ± 0.025 1.48 ± 0.13 0.260 ± 0.002 *
MRP4 0.515 ± 0.011 0.688 ± 0.084 0.399 ± 0.096 0.449 ± 0.048 0.502 ± 0.032 0.436 ± 0.053 0.466 ± 0.054 0.729 ± 0.125 0.605 ± 0.022
BCRP 1.07 ± 0.05 U.L.Q. (<0.709) 1.37 ± 0.07 0.184 ± 0.048 * 1.78 ± 0.18 1.69 ± 0.13 0.795 ± 0.037 1.31 ± 0.11 3.86 ± 0.23
SLC transporter proteins
ASCT2 U.L.Q. (<0.573) U.L.Q. (<0.177) U.L.Q. (<0.490) 0.417 ± 0.042 U.L.Q. (<0.351) U.L.Q. (<0.412) 0.428 ± 0.002 * 2.36 ± 0.13 U.L.Q. (<0.484)
GLUT1 11.7 ± 1.0 9.65 ± 0.33 7.06 ± 0.54 16.2 ± 0.8 31.3 ± 1.3 27.5 ± 0.9 21.5 ± 0.7 53.1 ± 2.5 48.4 ± 0.8
GLUT3/14 6.32 ± 1.35 5.32 ± 0.13 4.71 ± 0.35 3.87 ± 0.14 9.45 ± 0.19 7.36 ± 0.59 3.64 ± 0.13 8.41 ± 0.37 10.0 ± 0.5
MCT4 2.31 ± 0.29 2.38 ± 0.06 1.45 ± 0.14 1.13 ± 0.08 1.09 ± 0.18 * 3.24 ± 0.28 1.40 ± 0.15 * 7.13 ± 0.86 3.44 ± 0.40
PEPT2 1.51 ± 0.02 U.L.Q. (<0.197) 0.689 ± 0.141 1.04 ± 0.17 0.562 ± 0.181 U.L.Q. (<0.163) 1.08 ± 0.27 0.645 ± 0.077 1.22 ± 0.11
MCT1 U.L.Q. (<1.72) 1.86 ± 0.19 1.31 ± 0.33 * 2.51 ± 0.06 1.02 ± 0.09 * 2.82 ± 0.21 3.58 ± 0.27 6.61 ± 1.09 3.43 ± 0.08
ENT1 1.38 ± 0.26 0.738 ± 0.009 * 0.811 ± 0.104 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
4F2hc 1.97 ± 0.57 2.84 ± 0.09 1.77 ± 0.28 3.80 ± 0.29 3.22 ± 0.04 4.29 ± 0.24 4.18 ± 0.29 4.29 ± 0.08 6.39 ± 0.47
PCFT 0.674 ± 0.116 U.L.Q. (<0.100) 0.960 ± 0.249 U.L.Q. (<0.203) U.L.Q. (<0.210) U.L.Q. (<0.202) U.L.Q. (<0.193) U.L.Q. (<0.213) U.L.Q. (<0.192)
FATP1 3.92 ± 0.36 U.L.Q. (<0.402) 2.70 ± 0.11 4.25 ± 0.58 1.54 ± 0.27 * 3.12 ± 0.13 1.10 ± 0.06 * 2.11 ± 0.15 * 2.06 ± 0.22 *
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<1.74) U.L.Q. (<0.503) 0.875 ± 0.037 U.L.Q. (<0.0916) 0.495 ± 0.069 * U.L.Q. (<0.0879) 0.940 ± 0.090 * U.L.Q. (<0.0896) 1.39 ± 0.16
JAM-A 3.06 ± 0.32 N.D. 2.77 ± 0.49 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
β-catenin 8.55 ± 0.55 5.99 ± 0.11 2.98 ± 0.58 7.44 ± 0.43 4.50 ± 0.17 5.87 ± 0.95 11.7 ± 1.1 5.71 ± 0.44 8.99 ± 0.55
PECAM1 N.Q. U.L.Q. (<0.125) N.Q. 1.14 ± 0.14 * 2.47 ± 0.31 2.00 ± 0.29 * 3.45 ± 0.40 2.42 ± 0.28 * 4.38 ± 0.25 *
γ-gtp 0.834 ± 0.078 U.L.Q. (<0.336) 0.826 ± 0.114 U.L.Q. (<0.169) U.L.Q. (<0.645) 1.33 ± 0.32 * 0.747 ± 0.048 2.29 ± 0.14 1.27 ± 0.02
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 71.6 ± 2.8 45.8 ± 2.0 38.1 ± 1.8 49.3 ± 2.1 103 ± 4 46.9 ± 2.9 42.2 ± 1.0 42.0 ± 1.4 116 ± 6
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
GBM90 GBM91 GBM98 GBM99 GBM100 GBM105 GBM106/Autopsy GBM107 GBM108
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα 0.281 ± 0.033 * U.L.Q. (<0.139) 0.872 ± 0.144 0.389 ± 0.075 * 2.61 ± 0.25 U.L.Q. (<0.577) U.L.Q. (<0.487) U.L.Q. (<0.499) U.L.Q. (<0.494)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.535) 2.06 ± 0.21 U.L.Q. (<0.677) U.L.Q. (<0.652) U.L.Q. (<0.431) U.L.Q. (<0.885) U.L.Q. (<0.549) U.L.Q. (<0.624) U.L.Q. (<0.850)
EGFR 23.2 ± 1.1 53.4 ± 5.5 20.2 ± 1.2 7.34 ± 0.96 25.8 ± 2.6 102 ± 14 U.L.Q. (<0.721) 3.98 ± 0.27 * 68.0 ± 9.7
ERBB2 U.L.Q. (<0.0816) U.L.Q. (<0.0313) U.L.Q. (<0.162) U.L.Q. (<0.154) U.L.Q. (<0.0855) U.L.Q. (<0.238) U.L.Q. (<0.322) 0.830 ± 0.141 * 1.79 ± 0.17
VEGFR1 3.64 ± 0.38 * 3.45 ± 0.73 * U.L.Q. (<0.144) U.L.Q. (<0.138) U.L.Q. (<0.0576) U.L.Q. (<0.400) U.L.Q. (<0.337) U.L.Q. (<0.396) 0.519 ± 0.146
VEGFR2 U.L.Q. (<0.342) U.L.Q. (<0.318) U.L.Q. (<0.935) U.L.Q. (<0.679) U.L.Q. (<0.823) U.L.Q. (<1.62) U.L.Q. (<1.69) U.L.Q. (<1.33) U.L.Q. (<1.17)
VEGFR3 N.D. N.D. U.L.Q. (<0.874) U.L.Q. (<0.717) U.L.Q. (<0.107) U.L.Q. (<1.51) U.L.Q. (<1.00) U.L.Q. (<1.30) U.L.Q. (<1.19)
FLT3 N.D. N.D. U.L.Q. (<0.264) U.L.Q. (<0.278) U.L.Q. (<0.453) U.L.Q. (<0.453) U.L.Q. (<0.392) U.L.Q. (<0.393) U.L.Q. (<0.382)
MET U.L.Q. (<0.211) U.L.Q. (<0.218) U.L.Q. (<0.645) U.L.Q. (<0.651) U.L.Q. (<3.14) N.D. N.D. N.D. N.D.
IGFR U.L.Q. (<0.441) U.L.Q. (<0.406) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.0863) 0.427 ± 0.010 * U.L.Q. (<0.221) U.L.Q. (<0.229) U.L.Q. (<0.224)
CD33 U.L.Q. (<0.0462) 0.147 ± 0.034 * U.L.Q. (<0.147) U.L.Q. (<0.0518) U.L.Q. (<0.228) 0.211 ± 0.105 * 0.430 ± 0.042 * U.L.Q. (<0.266) U.L.Q. (<0.239)
CD37 0.317 ± 0.009 * 0.657 ± 0.007 * U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.0991) 0.339 ± 0.011 * U.L.Q. (<0.174) 0.322 ± 0.130 * U.L.Q. (<0.213) U.L.Q. (<0.169)
c-kit U.L.Q. (<0.802) U.L.Q. (<0.826) 1.76 ± 0.39 U.L.Q. (<0.194) U.L.Q. (<0.121) U.L.Q. (<3.51) U.L.Q. (<3.84) U.L.Q. (<2.58) U.L.Q. (<2.02)
ABC transporter proteins
MDR1 0.377 ± 0.145 * 0.511 ± 0.141 U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.166) 0.801 ± 0.124 * U.L.Q. (<0.244) 0.862 ± 0.198 * U.L.Q. (<0.297)
MRP1 0.232 ± 0.020 * 0.971 ± 0.143 0.885 ± 0.149 0.712 ± 0.123 0.351 ± 0.144 * 0.447 ± 0.077 * 0.652 ± 0.118 * 0.616 ± 0.109 * U.L.Q. (<0.517)
MRP4 0.345 ± 0.055 0.404 ± 0.018 0.355 ± 0.073 0.566 ± 0.099 U.L.Q. (<0.454) 1.04 ± 0.06 0.752 ± 0.019 * U.L.Q. (<0.361) 0.566 ± 0.106
BCRP 1.66 ± 0.19 1.91 ± 0.13 U.L.Q. (<0.446) U.L.Q. (<0.597) U.L.Q. (<0.812) 3.89 ± 0.33 U.L.Q. (<0.681) U.L.Q. (<0.745) 1.53 ± 0.25 *
SLC transporter proteins
ASCT2 U.L.Q. (<0.446) U.L.Q. (<0.435) U.L.Q. (<0.628) U.L.Q. (<0.523) U.L.Q. (<0.503) U.L.Q. (<0.332) U.L.Q. (<1.75) U.L.Q. (<1.31) U.L.Q. (<1.32)
GLUT1 30.4 ± 1.1 22.3 ± 1.0 45.8 ± 2.0 29.7 ± 0.5 25.4 ± 3.8 52.4 ± 2.5 5.04 ± 0.34 18.5 ± 0.6 23.4 ± 1.7
GLUT3/14 5.16 ± 0.27 6.36 ± 0.22 16.3 ± 0.3 6.20 ± 0.30 7.52 ± 0.62 3.36 ± 0.32 2.63 ± 0.27 8.64 ± 0.67 7.07 ± 0.40
MCT4 4.03 ± 0.91 3.78 ± 0.48 4.79 ± 0.87 U.L.Q. (<1.15) U.L.Q. (<2.57) U.L.Q. (<1.98) U.L.Q. (<3.15) U.L.Q. (<3.11) U.L.Q. (<2.73)
PEPT2 1.17 ± 0.10 0.729 ± 0.096 U.L.Q. (<0.241) 0.683 ± 0.059 U.L.Q. (<0.379) 1.50 ± 0.13 U.L.Q. (<0.447) 1.55 ± 0.16 1.99 ± 0.16
MCT1 2.28 ± 0.06 4.97 ± 0.06 4.04 ± 0.45 * 3.89 ± 0.64 * 3.00 ± 0.54 4.99 ± 0.68 2.26 ± 0.24 * 3.31 ± 1.23 * 3.55 ± 0.54
ENT1 N.D. N.D. U.L.Q. (<1.37) U.L.Q. (<1.50) U.L.Q. (<1.43) 2.78 ± 0.45 * U.L.Q. (<1.57) U.L.Q. (<1.41) U.L.Q. (<1.81)
4F2hc 2.56 ± 0.10 3.52 ± 0.17 3.16 ± 0.75 4.59 ± 1.01 2.75 ± 0.56 2.19 ± 0.26 1.47 ± 0.10 * 1.84 ± 0.22 3.99 ± 0.86
PCFT U.L.Q. (<0.187) U.L.Q. (<0.201) U.L.Q. (<0.416) U.L.Q. (<0.352) U.L.Q. (<0.397) U.L.Q. (<0.602) U.L.Q. (<0.579) U.L.Q. (<0.519) U.L.Q. (<0.588)
FATP1 2.90 ± 0.51 3.95 ± 0.31 1.85 ± 0.21 * 2.31 ± 0.35 3.06 ± 0.11 4.96 ± 0.61 4.21 ± 0.13 3.49 ± 0.45 3.26 ± 0.31
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<0.0885) 0.968 ± 0.125 * U.L.Q. (<0.133) 0.427 ± 0.010 * U.L.Q. (<0.131) 1.45 ± 0.05 * 0.527 ± 0.018 * 0.507 ± 0.177 * U.L.Q. (<0.201)
JAM-A N.D. N.D. 4.01 ± 0.42 3.54 ± 0.19 2.26 ± 0.58 6.37 ± 0.53 3.13 ± 0.23 1.48 ± 0.31 * 3.87 ± 0.29
β-catenin 6.36 ± 0.93 7.21 ± 0.14 6.65 ± 0.84 7.93 ± 0.59 10.9 ± 0.9 9.89 ± 1.47 4.13 ± 0.34 * 6.52 ± 0.94 10.5 ± 2.0
PECAM1 U.L.Q. (<0.0631) 5.23 ± 0.51 U.L.Q. (<0.367) U.L.Q. (<0.374) U.L.Q. (<0.456) 3.25 ± 1.05 * 2.18 ± 0.27 * 1.11 ± 0.01 * U.L.Q. (<0.585)
γ-gtp U.L.Q. (<0.699) 1.42 ± 0.15 * U.L.Q. (<0.584) U.L.Q. (<0.569) U.L.Q. (<0.578) U.L.Q. (<1.03) U.L.Q. (<1.35) U.L.Q. (<1.12) U.L.Q. (<1.17)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 56.1 ± 2.2 37.0 ± 1.4 40.2 ± 2.8 68.0 ± 3.7 88.8 ± 5.8 60.9 ± 8.2 111 ± 9 90.0 ± 7.8 103 ± 6
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
GBM109 GBM113 GBM114 GBM115 GBM116 GBM117 GBM118 GBM119 GBM123
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.467) U.L.Q. (<0.0288) 12.5 ± 0.7 U.L.Q. (<0.0288) U.L.Q. (<0.127) 26.1 ± 0.7 U.L.Q. (<0.120) U.L.Q. (<0.121) 0.713 ± 0.017 *
PDGFRβ U.L.Q. (<0.648) U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.114) U.L.Q. (<0.164) U.L.Q. (<0.143) U.L.Q. (<0.520) U.L.Q. (<0.359) U.L.Q. (<0.467) 4.76 ± 0.38
EGFR 46.4 ± 6.3 17.7 ± 0.7 U.L.Q. (<0.0862) 8.89 ± 0.50 5.10 ± 0.35 U.L.Q. (<0.0583) 9.17 ± 0.69 6.12 ± 0.40 U.L.Q. (<0.0619)
ERBB2 U.L.Q. (<0.315) U.L.Q. (<0.633) U.L.Q. (<0.0604) 0.413 ± 0.005 * 0.826 ± 0.191 * U.L.Q. (<0.0672) 0.604 ± 0.139 * 0.726 ± 0.230 * U.L.Q. (<0.0587)
VEGFR1 U.L.Q. (<0.321) U.L.Q. (<0.0939) U.L.Q. (<0.0555) U.L.Q. (<0.114) U.L.Q. (<0.0505) U.L.Q. (<0.0894) U.L.Q. (<0.0769) U.L.Q. (<0.0572) U.L.Q. (<0.0563)
VEGFR2 U.L.Q. (<1.09) U.L.Q. (<0.0556) U.L.Q. (<0.145) U.L.Q. (<0.0869) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.221) U.L.Q. (<0.219) U.L.Q. (<0.133) U.L.Q. (<0.321)
VEGFR3 U.L.Q. (<1.17) U.L.Q. (<0.111) U.L.Q. (<0.186) U.L.Q. (<0.132) U.L.Q. (<0.195) U.L.Q. (<0.549) U.L.Q. (<0.323) U.L.Q. (<0.440) U.L.Q. (<0.303)
FLT3 U.L.Q. (<0.371) U.L.Q. (<0.201) U.L.Q. (<0.206) U.L.Q. (<0.222) U.L.Q. (<0.162) U.L.Q. (<0.341) U.L.Q. (<0.374) U.L.Q. (<0.345) U.L.Q. (<0.0784)
MET N.D. U.L.Q. (<0.189) U.L.Q. (<0.205) U.L.Q. (<0.285) U.L.Q. (<0.189) U.L.Q. (<0.154) U.L.Q. (<0.168) U.L.Q. (<0.172) U.L.Q. (<0.271)
IGFR 0.463 ± 0.156 * U.L.Q. (<0.0959) U.L.Q. (<0.0515) U.L.Q. (<0.109) U.L.Q. (<0.0386) U.L.Q. (<0.102) U.L.Q. (<0.0937) U.L.Q. (<0.0802) U.L.Q. (<0.0957)
CD33 U.L.Q. (<0.232) U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.0978) 0.243 ± 0.039 * 0.813 ± 0.185 * U.L.Q. (<0.150) U.L.Q. (<0.156) U.L.Q. (<0.162) U.L.Q. (<0.395)
CD37 U.L.Q. (<0.156) 0.321 ± 0.005 * 0.513 ± 0.081 0.152 ± 0.045 * 0.459 ± 0.078 0.294 ± 0.081 * 0.224 ± 0.013 * 0.667 ± 0.121 0.554 ± 0.073 *
c-kit U.L.Q. (<1.93) 1.09 ± 0.07 U.L.Q. (<0.835) U.L.Q. (<0.296) U.L.Q. (<0.708) U.L.Q. (<0.585) U.L.Q. (<0.535) U.L.Q. (<0.556) U.L.Q. (<0.351)
ABC transporter proteins
MDR1 0.601 ± 0.088 * 0.339 ± 0.085 0.270 ± 0.060 * U.L.Q. (<0.0521) 0.558 ± 0.114 U.L.Q. (<0.0837) 0.611 ± 0.022 0.629 ± 0.051 1.08 ± 0.12
MRP1 U.L.Q. (<0.469) 1.72 ± 0.10 1.32 ± 0.19 0.641 ± 0.003 1.60 ± 0.11 0.332 ± 0.042 * 0.472 ± 0.056 * 0.371 ± 0.068 * 1.05 ± 0.07 *
MRP4 0.562 ± 0.107 * 0.448 ± 0.030 0.797 ± 0.032 0.231 ± 0.062 0.455 ± 0.027 0.287 ± 0.031 0.535 ± 0.074 0.492 ± 0.020 0.481 ± 0.048
BCRP 2.01 ± 0.34 0.436 ± 0.122 1.56 ± 0.12 0.414 ± 0.061 0.939 ± 0.063 0.698 ± 0.036 1.67 ± 0.06 1.64 ± 0.07 1.94 ± 0.04
SLC transporter proteins
ASCT2 U.L.Q. (<1.30) U.L.Q. (<0.411) U.L.Q. (<0.361) 1.18 ± 0.17 * U.L.Q. (<0.325) U.L.Q. (<0.150) U.L.Q. (<0.184) U.L.Q. (<0.225) 1.48 ± 0.04 *
GLUT1 28.7 ± 1.8 26.8 ± 0.9 221 ± 12 55.3 ± 3.4 17.2 ± 0.6 20.6 ± 0.9 19.5 ± 0.7 11.9 ± 0.8 13.7 ± 0.6
GLUT3/14 6.29 ± 0.22 7.51 ± 0.37 12.8 ± 0.3 9.21 ± 0.17 6.15 ± 0.18 8.70 ± 0.36 12.3 ± 0.4 2.70 ± 0.19 2.00 ± 0.23
MCT4 U.L.Q. (<1.40) 1.03 ± 0.11 1.73 ± 0.23 1.41 ± 0.14 2.70 ± 0.29 1.35 ± 0.10 * 1.71 ± 0.21 * 2.08 ± 0.28 U.L.Q. (<0.167)
PEPT2 1.11 ± 0.04 0.636 ± 0.062 U.L.Q. (<0.0475) 0.362 ± 0.061 1.34 ± 0.09 0.719 ± 0.055 1.78 ± 0.10 0.903 ± 0.042 U.L.Q. (<0.0326)
MCT1 4.02 ± 0.64 * 4.38 ± 0.22 2.56 ± 0.10 4.64 ± 0.09 4.05 ± 0.11 2.43 ± 0.10 3.53 ± 0.14 4.09 ± 0.16 2.19 ± 0.27 *
ENT1 1.54 ± 0.49 * 1.10 ± 0.18 6.08 ± 0.30 1.30 ± 0.07 0.999 ± 0.104 U.L.Q. (<0.204) 1.35 ± 0.12 0.979 ± 0.115 * 1.89 ± 0.16
4F2hc 3.69 ± 0.88 3.78 ± 0.37 1.74 ± 0.12 3.12 ± 0.52 1.65 ± 0.26 2.72 ± 0.26 4.04 ± 0.10 4.40 ± 0.10 2.72 ± 0.07
PCFT U.L.Q. (<0.612) U.L.Q. (<0.0945) U.L.Q. (<0.0628) U.L.Q. (<0.0784) 0.755 ± 0.079 * U.L.Q. (<0.254) U.L.Q. (<0.209) U.L.Q. (<0.230) U.L.Q. (<0.243)
FATP1 3.86 ± 0.81 3.01 ± 0.18 2.08 ± 0.10 1.89 ± 0.08 5.99 ± 0.28 2.55 ± 0.29 4.95 ± 0.34 5.51 ± 0.92 3.85 ± 0.28
Other proteins
Claudin5 0.902 ± 0.036 * U.L.Q. (<0.130) 1.16 ± 0.04 U.L.Q. (<0.137) U.L.Q. (<0.0539) U.L.Q. (<0.133) U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.129) 0.954 ± 0.046 *
JAM-A 3.60 ± 0.38 3.98 ± 0.27 10.2 ± 0.4 5.02 ± 0.45 7.93 ± 0.37 1.00 ± 0.12 * 2.92 ± 0.26 * 6.78 ± 0.35 3.60 ± 0.21
β-catenin 9.52 ± 0.85 8.38 ± 0.41 5.95 ± 0.38 4.66 ± 0.29 9.98 ± 0.48 5.10 ± 0.39 10.0 ± 0.7 10.3 ± 0.7 9.35 ± 0.48
PECAM1 2.00 ± 0.155 * U.L.Q. (<0.0419) U.L.Q. (<0.486) U.L.Q. (<0.0813) U.L.Q. (<0.124) N.D. N.D. N.D. N.D.
γ-gtp U.L.Q. (<0.971) 0.894 ± 0.099 U.L.Q. (<0.0973) U.L.Q. (<0.120) 0.691 ± 0.039 * U.L.Q. (<0.196) U.L.Q. (<0.203) U.L.Q. (<0.186) 0.906 ± 0.134 *
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 111 ± 7 104 ± 8 35.6 ± 2.8 45.8 ± 2.9 83.6 ± 4.6 115 ± 4 165 ± 7 82.7 ± 3.8 56.3 ± 2.2
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
GBM124 GBM125 GBM126 GBM127 GBM130 GBM131 GBM132 GBM133 GBM134
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.0668) U.L.Q. (<0.172) U.L.Q. (<0.437) U.L.Q. (<0.165) 2.43 ± 0.09 2.18 ± 0.04 8.12 ± 0.43 1.39 ± 0.08 U.L.Q. (<0.0786)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.318) U.L.Q. (<0.158) U.L.Q. (<0.454) U.L.Q. (<0.200) U.L.Q. (<0.224) U.L.Q. (<0.291) U.L.Q. (<0.321) U.L.Q. (<0.236) U.L.Q. (<0.320)
EGFR 3.43 ± 0.27 2.79 ± 0.32 4.61 ± 0.45 1.57 ± 0.18 0.803 ± 0.045 0.502 ± 0.043 U.L.Q. (<0.0860) U.L.Q. (<0.0601) 2.85 ± 0.09
ERBB2 U.L.Q. (<0.0589) U.L.Q. (<0.0620) U.L.Q. (<0.0712) U.L.Q. (<0.0624) U.L.Q. (<0.0664) U.L.Q. (<0.0549) U.L.Q. (<0.0914) U.L.Q. (<0.0693) U.L.Q. (<0.0542)
VEGFR1 U.L.Q. (<0.0710) U.L.Q. (<0.0730) U.L.Q. (<0.0678) U.L.Q. (<0.0820) U.L.Q. (<0.0986) U.L.Q. (<0.0713) U.L.Q. (<0.119) U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.0760)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.452) U.L.Q. (<0.313) U.L.Q. (<0.226) U.L.Q. (<0.362) U.L.Q. (<0.380) U.L.Q. (<0.427) U.L.Q. (<0.458) U.L.Q. (<0.416) U.L.Q. (<0.466)
VEGFR3 U.L.Q. (<0.0967) U.L.Q. (<0.358) U.L.Q. (<0.534) U.L.Q. (<0.101) U.L.Q. (<0.158) U.L.Q. (<0.0531) U.L.Q. (<0.195) U.L.Q. (<0.139) U.L.Q. (<0.0599)
FLT3 U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.371) U.L.Q. (<0.342) U.L.Q. (<0.0523) U.L.Q. (<0.0461) U.L.Q. (<0.137) U.L.Q. (<0.0547) U.L.Q. (<0.0805) U.L.Q. (<0.136)
MET U.L.Q. (<0.298) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.304) U.L.Q. (<0.378) U.L.Q. (<0.413) U.L.Q. (<0.468) U.L.Q. (<0.777) U.L.Q. (<0.391)
IGFR U.L.Q. (<0.198) U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.108) U.L.Q. (<0.120) U.L.Q. (<0.128) U.L.Q. (<0.185) U.L.Q. (<0.141) U.L.Q. (<0.130) U.L.Q. (<0.192)
CD33 U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.159) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.170) U.L.Q. (<0.203) U.L.Q. (<0.128)
CD37 0.306 ± 0.004 * 0.147 ± 0.025 * 0.305 ± 0.034 * 0.330 ± 0.074 * 0.296 ± 0.034 * 0.149 ± 0.002 * 0.994 ± 0.088 * U.L.Q. (<0.0491) 0.319 ± 0.000 *
c-kit U.L.Q. (<0.352) U.L.Q. (<0.358) U.L.Q. (<0.558) U.L.Q. (<0.375) 1.38 ± 0.32 * U.L.Q. (<0.113) U.L.Q. (<0.460) U.L.Q. (<0.438) U.L.Q. (<0.104)
ABC transporter proteins
MDR1 U.L.Q. (<0.0544) U.L.Q. (<0.0826) U.L.Q. (<0.0988) 0.602 ± 0.068 1.09 ± 0.08 0.504 ± 0.114 0.459 ± 0.022 * U.L.Q. (<0.0486) 0.780 ± 0.107
MRP1 0.431 ± 0.001 * 0.464 ± 0.100 * U.L.Q. (<0.496) 0.693 ± 0.060 * U.L.Q. (<0.200) U.L.Q. (<0.111) U.L.Q. (<0.238) U.L.Q. (<0.0901) 0.445 ± 0.051 *
MRP4 0.685 ± 0.048 0.471 ± 0.045 0.558 ± 0.062 0.514 ± 0.085 0.301 ± 0.028 0.250 ± 0.054 1.00 ± 0.05 0.411 ± 0.063 0.397 ± 0.041
BCRP 0.887 ± 0.010 U.L.Q. (<0.0641) 1.09 ± 0.07 1.67 ± 0.10 2.74 ± 0.10 0.298 ± 0.071 1.52 ± 0.11 0.495 ± 0.070 * 0.426 ± 0.014 *
SLC transporter proteins
ASCT2 0.679 ± 0.086 * U.L.Q. (<0.169) U.L.Q. (<0.178) U.L.Q. (<0.218) U.L.Q. (<0.245) U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.267) U.L.Q. (<0.640) U.L.Q. (<0.175)
GLUT1 107 ± 4 23.5 ± 0.9 21.9 ± 1.2 54.9 ± 1.2 15.4 ± 0.6 16.2 ± 0.6 33.5 ± 0.9 2.99 ± 0.17 14.7 ± 0.4
GLUT3/14 7.52 ± 0.14 5.05 ± 0.25 11.7 ± 0.2 11.0 ± 0.5 2.01 ± 0.23 16.1 ± 0.4 2.93 ± 0.42 1.63 ± 0.15 3.48 ± 0.26
MCT4 3.82 ± 0.23 1.83 ± 0.23 * 1.27 ± 0.01 * 3.64 ± 0.44 U.L.Q. (<0.155) 0.463 ± 0.055 * U.L.Q. (<0.182) U.L.Q. (<0.239) 0.905 ± 0.007 *
PEPT2 1.81 ± 0.13 1.08 ± 0.08 3.86 ± 0.08 U.L.Q. (<0.170) 1.84 ± 0.08 1.42 ± 0.05 0.915 ± 0.048 1.33 ± 0.05 1.26 ± 0.06
MCT1 10.9 ± 0.4 2.80 ± 0.12 2.94 ± 0.19 5.54 ± 0.24 U.L.Q. (<0.557) 1.21 ± 0.09 1.88 ± 0.15 * U.L.Q. (<0.335) 4.69 ± 0.18
ENT1 2.71 ± 0.14 0.539 ± 0.050 * 1.22 ± 0.14 1.28 ± 0.15 0.813 ± 0.022 * 1.39 ± 0.09 1.92 ± 0.03 U.L.Q. (<0.260) 0.894 ± 0.094
4F2hc 2.52 ± 0.28 3.14 ± 0.17 3.14 ± 0.16 3.60 ± 0.12 4.57 ± 0.14 5.87 ± 0.34 4.97 ± 0.49 2.03 ± 0.12 3.27 ± 0.05
PCFT U.L.Q. (<0.140) U.L.Q. (<0.228) U.L.Q. (<0.168) U.L.Q. (<0.256) U.L.Q. (<0.432) U.L.Q. (<0.132) U.L.Q. (<0.641) U.L.Q. (<0.436) U.L.Q. (<0.123)
FATP1 5.41 ± 0.91 5.24 ± 0.32 3.77 ± 0.28 4.23 ± 0.37 6.89 ± 0.59 1.52 ± 0.17 * 7.64 ± 0.46 2.56 ± 0.33 4.20 ± 0.44
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<0.213) U.L.Q. (<0.133) U.L.Q. (<0.138) U.L.Q. (<0.150) U.L.Q. (<0.311) U.L.Q. (<0.197) U.L.Q. (<0.377) U.L.Q. (<0.218) U.L.Q. (<0.197)
JAM-A 5.08 ± 0.36 2.15 ± 0.16 1.16 ± 0.13 * 3.07 ± 0.13 1.20 ± 0.06 * 1.17 ± 0.17 * 4.50 ± 0.47 U.L.Q. (<0.621) 3.03 ± 0.06 *
β-catenin 10.6 ± 1.0 8.02 ± 0.30 8.86 ± 0.35 10.2 ± 0.8 7.47 ± 0.53 7.03 ± 0.68 8.53 ± 0.57 5.25 ± 0.21 6.82 ± 0.75
PECAM1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
γ-gtp U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.239) U.L.Q. (<0.239) U.L.Q. (<0.261) U.L.Q. (<0.312) U.L.Q. (<0.140) U.L.Q. (<0.309) U.L.Q. (<0.297) U.L.Q. (<0.127)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 98.8 ± 5.4 82.4 ± 4.8 124 ± 7 76.3 ± 1.5 141 ± 7 250 ± 9 112 ± 5 85.0 ± 2.9 75.1 ± 2.2
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
GBM135 GBM136 GBM137 GBM138 Autopsy Rec24 Rec29 Rec44 Rec45
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.130) 9.92 ± 0.44 5.04 ± 0.41 U.L.Q. (<0.138) 6.46 ± 0.74 U.L.Q. (<0.374) U.L.Q. (<0.375) 0.276 ± 0.042 * 17.9 ± 0.7
PDGFRβ U.L.Q. (<0.373) U.L.Q. (<0.364) U.L.Q. (<0.412) U.L.Q. (<0.414) U.L.Q. (<0.358) U.L.Q. (<0.301) N.Q. U.L.Q. (<0.578) U.L.Q. (<0.539)
EGFR 122 ± 8 2.00 ± 0.21 U.L.Q. (<0.213) 97.8 ± 6.1 U.L.Q. (<0.0770) 0.288 ± 0.010 N.Q. 0.881 ± 0.054 1.15 ± 0.27
ERBB2 U.L.Q. (<0.180) U.L.Q. (<0.181) U.L.Q. (<0.0340) U.L.Q. (<0.180) U.L.Q. (<0.0959) 0.345 ± 0.083 U.L.Q. (<0.159) U.L.Q. (<0.0433) U.L.Q. (<0.0531)
VEGFR1 U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.148) U.L.Q. (<0.162) U.L.Q. (<0.132) U.L.Q. (<0.153) U.L.Q. (<0.206) N.Q. U.L.Q. (<2.03) U.L.Q. (<1.98)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.743) U.L.Q. (<0.805) U.L.Q. (<0.789) U.L.Q. (<0.750) U.L.Q. (<0.946) U.L.Q. (<0.291) N.Q. U.L.Q. (<0.298) U.L.Q. (<0.300)
VEGFR3 U.L.Q. (<0.509) U.L.Q. (<0.505) U.L.Q. (<0.445) U.L.Q. (<0.426) U.L.Q. (<0.130) N.D. N.Q. N.D. N.D.
FLT3 U.L.Q. (<0.193) U.L.Q. (<0.192) U.L.Q. (<0.173) U.L.Q. (<0.216) U.L.Q. (<0.356) N.D. N.Q. N.D. N.D.
MET U.L.Q. (<0.920) U.L.Q. (<0.915) 17.6 ± 0.3 * U.L.Q. (<0.929) U.L.Q. (<2.59) U.L.Q. (<0.644) N.Q. U.L.Q. (<0.190) U.L.Q. (<0.205)
IGFR U.L.Q. (<0.152) U.L.Q. (<0.156) U.L.Q. (<0.159) U.L.Q. (<0.146) U.L.Q. (<0.100) U.L.Q. (<0.291) N.Q. U.L.Q. (<0.367) U.L.Q. (<0.360)
CD33 U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.110) U.L.Q. (<0.116) U.L.Q. (<0.126) 0.663 ± 0.130 * N.Q. U.L.Q. (<0.291) 0.151 ± 0.023 *
CD37 0.449 ± 0.044 * 0.322 ± 0.033 * U.L.Q. (<0.0950) 0.338 ± 0.028 * U.L.Q. (<0.167) 0.518 ± 0.047 * N.Q. U.L.Q. (<0.157) 0.271 ± 0.009 *
c-kit U.L.Q. (<0.230) 6.71 ± 0.63 U.L.Q. (<0.185) U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.365) U.L.Q. (<0.600) N.Q. U.L.Q. (<0.893) 9.97 ± 0.54
ABC transporter proteins
MDR1 0.764 ± 0.073 U.L.Q. (<0.0885) U.L.Q. (<0.0888) U.L.Q. (<0.0929) U.L.Q. (<0.131) 0.539 ± 0.166 0.304 ± 0.127 * U.L.Q. (<0.123) 1.07 ± 0.19
MRP1 U.L.Q. (<0.151) 0.950 ± 0.162 * U.L.Q. (<0.155) 0.426 ± 0.076 * 0.443 ± 0.146 * 0.226 ± 0.105 * N.Q. 0.165 ± 0.031 * 0.574 ± 0.136
MRP4 0.505 ± 0.036 0.497 ± 0.021 0.273 ± 0.015 0.659 ± 0.071 U.L.Q. (<0.316) 0.594 ± 0.077 * 0.492 ± 0.088 * 0.299 ± 0.008 0.510 ± 0.059
BCRP 2.69 ± 0.14 0.877 ± 0.111 * 1.29 ± 0.08 * 0.855 ± 0.093 * U.L.Q. (<0.661) 0.546 ± 0.068 1.56 ± 0.30 0.962 ± 0.042 * 2.89 ± 0.14
SLC transporter proteins
ASCT2 U.L.Q. (<0.356) U.L.Q. (<0.342) U.L.Q. (<0.372) 1.98 ± 0.32 * 2.27 ± 0.29 U.L.Q. (<0.597) U.L.Q. (<0.897) U.L.Q. (<0.517) 1.13 ± 0.07 *
GLUT1 17.2 ± 0.6 30.1 ± 1.1 21.1 ± 0.2 34.0 ± 0.5 9.79 ± 1.06 3.93 ± 0.10 316 ± 17 4.72 ± 0.28 14.8 ± 0.8
GLUT3/14 2.37 ± 0.14 2.29 ± 0.05 3.02 ± 0.16 5.59 ± 0.43 3.50 ± 0.43 6.80 ± 1.22 4.81 ± 1.11 5.80 ± 0.15 2.14 ± 0.30
MCT4 U.L.Q. (<1.40) 2.57 ± 0.15 U.L.Q. (<1.44) U.L.Q. (<1.36) U.L.Q. (<2.96) 2.38 ± 0.44 2.01 ± 0.09 * 1.24 ± 0.04 * 1.53 ± 0.01 *
PEPT2 1.11 ± 0.05 U.L.Q. (<0.0924) 0.496 ± 0.015 * 0.668 ± 0.045 * U.L.Q. (<0.322) 1.31 ± 0.11 0.905 ± 0.039 1.04 ± 0.10 0.471 ± 0.128
MCT1 4.97 ± 0.54 7.65 ± 0.12 2.80 ± 0.33 11.6 ± 0.8 U.L.Q. (<1.10) U.L.Q. (<1.29) 2.12 ± 0.09 1.17 ± 0.22 2.12 ± 0.36
ENT1 0.921 ± 0.116 * 0.788 ± 0.139 * 0.776 ± 0.047 * 1.65 ± 0.08 U.L.Q. (<0.330) 1.12 ± 0.15 2.35 ± 0.18 N.D. N.D.
4F2hc 2.79 ± 0.15 3.09 ± 0.12 1.74 ± 0.10 2.68 ± 0.16 3.10 ± 0.30 1.77 ± 0.11 0.613 ± 0.048 2.56 ± 0.08 4.52 ± 0.18
PCFT U.L.Q. (<0.233) U.L.Q. (<0.132) U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.177) U.L.Q. (<0.338) 1.42 ± 0.30 0.560 ± 0.175 U.L.Q. (<0.206) U.L.Q. (<0.196)
FATP1 6.46 ± 0.56 2.85 ± 0.85 * 4.21 ± 0.44 * 6.06 ± 0.55 2.96 ± 0.84 3.49 ± 0.18 U.L.Q. (<1.35) 2.56 ± 0.08 * 4.70 ± 0.38
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<0.264) U.L.Q. (<0.245) U.L.Q. (<0.263) U.L.Q. (<0.296) U.L.Q. (<0.246) 1.01 ± 0.07 * U.L.Q. (<0.928) U.L.Q. (<0.0918) 0.807 ± 0.072 *
JAM-A 4.58 ± 0.46 3.59 ± 0.54 * 1.72 ± 0.26 * 3.18 ± 0.13 0.699 ± 0.006 * 2.44 ± 0.22 2.81 ± 0.36 N.D. N.D.
β-catenin 8.95 ± 0.63 9.32 ± 0.64 6.33 ± 0.51 19.0 ± 1.1 3.42 ± 0.30 4.85 ± 0.19 0.964 ± 0.297 5.65 ± 0.21 4.17 ± 0.74
PECAM1 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.322) N.Q. N.Q. U.L.Q. (<0.0394) 2.09 ± 0.30 *
γ-gtp U.L.Q. (<0.219) U.L.Q. (<0.205) U.L.Q. (<0.197) U.L.Q. (<0.220) U.L.Q. (<0.605) 1.03 ± 0.11 0.293 ± 0.059 U.L.Q. (<0.661) 0.812 ± 0.156 *
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 57.4 ± 2.3 43.9 ± 1.4 69.6 ± 2.6 82.3 ± 3.5 79.4 ± 5.8 74.1 ± 2.3 N.Q. 115 ± 3 62.8 ± 2.1
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
Rec48 Rec49 Rec51 Rec53/MRI+ Rec53/MRI- Rec56 Rec58 Rec59 Meta5
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.0649) U.L.Q. (<0.0514) U.L.Q. (<0.0514) U.L.Q. (<0.0301) U.L.Q. (<0.0352) U.L.Q. (<0.105) U.L.Q. (<0.197) U.L.Q. (<0.0975) U.L.Q. (<0.476)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.422) U.L.Q. (<0.120) U.L.Q. (<0.0541) U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.164) U.L.Q. (<0.116) U.L.Q. (<0.502) U.L.Q. (<0.318) U.L.Q. (<0.269)
EGFR 1.68 ± 0.03 0.869 ± 0.053 3.74 ± 0.20 4.36 ± 0.25 3.32 ± 0.34 3.82 ± 0.16 0.430 ± 0.071 * 24.4 ± 0.8 7.10 ± 0.54
ERBB2 U.L.Q. (<0.0497) U.L.Q. (<0.170) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.285) U.L.Q. (<0.352) U.L.Q. (<0.0639) U.L.Q. (<0.117) 0.403 ± 0.017 * 1.63 ± 0.15
VEGFR1 U.L.Q. (<1.60) U.L.Q. (<0.0718) U.L.Q. (<0.0678) U.L.Q. (<0.163) U.L.Q. (<0.161) U.L.Q. (<0.0545) U.L.Q. (<0.178) U.L.Q. (<0.0710) U.L.Q. (<0.174)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.0923) U.L.Q. (<0.0664) U.L.Q. (<0.0984) U.L.Q. (<0.706) U.L.Q. (<0.637) U.L.Q. (<0.159) U.L.Q. (<0.516) U.L.Q. (<0.549) U.L.Q. (<0.276)
VEGFR3 N.D. N.D. N.D. U.L.Q. (<0.238) U.L.Q. (<0.239) U.L.Q. (<0.126) U.L.Q. (<0.493) U.L.Q. (<0.0661) N.D.
FLT3 U.L.Q. (<0.734) N.D. N.D. U.L.Q. (<0.245) U.L.Q. (<0.193) U.L.Q. (<0.154) U.L.Q. (<0.0681) U.L.Q. (<0.118) N.D.
MET U.L.Q. (<0.227) U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.253) U.L.Q. (<0.611) U.L.Q. (<0.539) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.575) U.L.Q. (<0.257) U.L.Q. (<0.637)
IGFR U.L.Q. (<0.251) U.L.Q. (<0.0526) U.L.Q. (<0.0951) U.L.Q. (<0.0620) U.L.Q. (<0.0699) U.L.Q. (<0.0295) U.L.Q. (<0.198) U.L.Q. (<0.207) U.L.Q. (<0.280)
CD33 U.L.Q. (<0.0311) U.L.Q. (<0.0376) U.L.Q. (<0.0407) U.L.Q. (<0.118) U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.0900) U.L.Q. (<0.296) U.L.Q. (<0.125) U.L.Q. (<0.0669)
CD37 0.355 ± 0.003 * U.L.Q. (<0.0595) U.L.Q. (<0.0653) U.L.Q. (<0.0522) U.L.Q. (<0.0539) 0.199 ± 0.042 * U.L.Q. (<0.150) 0.328 ± 0.009 * 0.897 ± 0.008 *
c-kit U.L.Q. (<0.545) U.L.Q. (<0.0393) U.L.Q. (<0.103) U.L.Q. (<0.191) U.L.Q. (<0.203) 1.23 ± 0.27 U.L.Q. (<0.490) U.L.Q. (<0.110) U.L.Q. (<0.613)
ABC transporter proteins
MDR1 U.L.Q. (<0.190) U.L.Q. (<0.0768) U.L.Q. (<0.0765) 1.48 ± 0.02 0.533 ± 0.082 0.409 ± 0.027 * 0.541 ± 0.023 * 0.396 ± 0.083 0.585 ± 0.029
MRP1 0.810 ± 0.022 * U.L.Q. (<0.0966) U.L.Q. (<0.0617) 0.231 ± 0.007 * U.L.Q. (<0.0699) 0.218 ± 0.011 * U.L.Q. (<0.236) 0.575 ± 0.075 * 2.46 ± 0.23
MRP4 0.608 ± 0.033 0.343 ± 0.030 0.442 ± 0.006 0.948 ± 0.054 0.577 ± 0.053 0.650 ± 0.024 0.397 ± 0.031 * 0.661 ± 0.035 0.560 ± 0.127
BCRP U.L.Q. (<0.798) U.L.Q. (<0.635) U.L.Q. (<0.626) 4.25 ± 0.14 1.44 ± 0.17 1.25 ± 0.09 1.81 ± 0.06 0.754 ± 0.076 0.738 ± 0.206
SLC transporter proteins
ASCT2 1.17 ± 0.13 * U.L.Q. (<0.164) U.L.Q. (<0.131) U.L.Q. (<0.0902) U.L.Q. (<0.0823) U.L.Q. (<0.367) U.L.Q. (<0.585) U.L.Q. (<0.169) 4.44 ± 1.15
GLUT1 10.6 ± 0.5 2.81 ± 0.08 7.79 ± 0.23 36.8 ± 2.5 9.43 ± 0.88 42.0 ± 2.3 16.0 ± 1.0 13.1 ± 0.3 78.9 ± 1.3
GLUT3/14 3.69 ± 0.23 5.76 ± 0.17 2.50 ± 0.13 N.D. 7.36 ± 0.28 11.0 ± 0.7 2.37 ± 0.27 3.70 ± 0.27 14.0 ± 1.6
MCT4 2.48 ± 0.17 U.L.Q. (<0.793) U.L.Q. (<1.12) U.L.Q. (<0.155) U.L.Q. (<0.111) U.L.Q. (<0.0602) U.L.Q. (<0.200) 1.05 ± 0.10 12.1 ± 0.9
PEPT2 U.L.Q. (<0.198) 1.70 ± 0.08 1.09 ± 0.04 U.L.Q. (<0.134) 2.53 ± 0.20 3.28 ± 0.27 1.77 ± 0.10 1.95 ± 0.13 U.L.Q. (<0.538)
MCT1 1.71 ± 0.28 U.L.Q. (<0.198) 0.141 ± 0.100 * 2.40 ± 0.31 1.58 ± 0.23 1.46 ± 0.11 1.97 ± 0.05 * 4.13 ± 0.22 U.L.Q. (<0.998)
ENT1 N.D. U.L.Q. (<0.206) U.L.Q. (<0.200) 3.78 ± 0.29 1.59 ± 0.23 * 1.99 ± 0.15 1.24 ± 0.14 0.807 ± 0.085 * 1.97 ± 0.07
4F2hc 1.99 ± 0.03 2.86 ± 0.25 2.65 ± 0.05 5.42 ± 0.50 4.05 ± 0.20 4.57 ± 0.57 4.97 ± 0.20 2.98 ± 0.02 2.24 ± 0.14
PCFT U.L.Q. (<0.208) U.L.Q. (<0.116) U.L.Q. (<0.140) 1.52 ± 0.17 U.L.Q. (<0.153) U.L.Q. (<0.0664) U.L.Q. (<0.568) U.L.Q. (<0.152) 1.37 ± 0.25
FATP1 3.15 ± 0.54 1.48 ± 0.00 * 1.39 ± 0.02 * 5.45 ± 1.62 4.99 ± 1.10 2.25 ± 0.10 7.60 ± 1.21 6.12 ± 0.13 1.65 ± 0.14 *
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<0.0904) U.L.Q. (<0.392) 0.364 ± 0.049 * 4.02 ± 0.84 1.25 ± 0.19 0.430 ± 0.028 * U.L.Q. (<0.367) U.L.Q. (<0.215) 1.43 ± 0.20
JAM-A N.D. N.D. N.D. 4.57 ± 0.47 2.79 ± 1.06 * 2.50 ± 0.18 1.75 ± 0.16 * 4.33 ± 0.18 31.8 ± 1.2
β-catenin 6.21 ± 0.05 5.55 ± 0.26 6.52 ± 0.20 7.08 ± 0.30 6.36 ± 0.67 7.27 ± 0.53 8.89 ± 0.94 10.3 ± 0.3 14.0 ± 0.6
PECAM1 U.L.Q. (<0.0570) U.L.Q. (<0.0856) U.L.Q. (<0.131) 3.09 ± 0.88 * U.L.Q. (<0.134) U.L.Q. (<0.0567) N.D. N.D. N.Q.
γ-gtp U.L.Q. (<0.644) U.L.Q. (<0.284) U.L.Q. (<0.307) U.L.Q. (<0.0640) U.L.Q. (<0.0648) 0.751 ± 0.062 * U.L.Q. (<0.372) U.L.Q. (<0.138) 7.83 ± 0.68
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 47.6 ± 0.8 91.2 ± 5.9 68.3 ± 2.6 23.1 ± 0.6 119 ± 4 194 ± 9 139 ± 7 116 ± 2 68.3 ± 1.1
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
Meta7 Meta8 Meta12 Meta13 Meta14 Meta16 Meta17 Meta29 AM2
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.380) U.L.Q. (<0.369) U.L.Q. (<0.397) U.L.Q. (<0.0573) U.L.Q. (<0.0674) U.L.Q. (<0.0643) U.L.Q. (<0.0557) U.L.Q. (<0.113) U.L.Q. (<0.0300)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.157) U.L.Q. (<0.162) 2.16 ± 0.18 U.L.Q. (<0.197) U.L.Q. (<0.191) 2.15 ± 0.15 U.L.Q. (<0.784) U.L.Q. (<0.371) 1.77 ± 0.04
EGFR 1.46 ± 0.29 1.65 ± 0.09 2.98 ± 0.21 5.22 ± 0.25 1.51 ± 0.19 2.25 ± 0.18 1.07 ± 0.07 U.L.Q. (<0.0395) 0.529 ± 0.080
ERBB2 0.856 ± 0.053 0.475 ± 0.067 4.13 ± 0.12 1.67 ± 0.15 U.L.Q. (<0.230) U.L.Q. (<0.0282) 0.318 ± 0.102 * 104 ± 3 0.393 ± 0.076
VEGFR1 U.L.Q. (<0.168) U.L.Q. (<0.140) U.L.Q. (<0.175) N.D. N.D. U.L.Q. (<0.959) U.L.Q. (<2.05) U.L.Q. (<0.0449) U.L.Q. (<0.0732)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.255) U.L.Q. (<0.218) U.L.Q. (<0.277) U.L.Q. (<0.732) U.L.Q. (<0.728) U.L.Q. (<0.180) U.L.Q. (<0.286) U.L.Q. (<0.187) U.L.Q. (<0.0445)
VEGFR3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. U.L.Q. (<0.417) N.D.
FLT3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. U.L.Q. (<0.183) N.D. U.L.Q. (<0.314) U.L.Q. (<0.701)
MET U.L.Q. (<0.628) U.L.Q. (<0.600) U.L.Q. (<0.627) U.L.Q. (<0.201) U.L.Q. (<0.172) U.L.Q. (<0.267) U.L.Q. (<0.180) U.L.Q. (<0.112) U.L.Q. (<0.121)
IGFR U.L.Q. (<0.289) U.L.Q. (<0.269) U.L.Q. (<0.278) U.L.Q. (<0.505) U.L.Q. (<0.503) U.L.Q. (<0.0458) U.L.Q. (<0.366) U.L.Q. (<0.0802) U.L.Q. (<0.192)
CD33 0.286 ± 0.048 * U.L.Q. (<0.0479) U.L.Q. (<0.122) 1.19 ± 0.03 * U.L.Q. (<0.390) 0.187 ± 0.019 * U.L.Q. (<0.358) U.L.Q. (<0.136) 0.433 ± 0.002 *
CD37 0.330 ± 0.002 * 0.699 ± 0.013 * 0.477 ± 0.030 * 1.54 ± 0.15 * U.L.Q. (<0.407) 0.142 ± 0.015 * 0.187 ± 0.003 * 0.427 ± 0.044 * 0.627 ± 0.032 *
c-kit U.L.Q. (<0.537) U.L.Q. (<0.525) U.L.Q. (<0.547) U.L.Q. (<0.254) U.L.Q. (<0.221) 14.3 ± 0.3 U.L.Q. (<0.748) U.L.Q. (<0.520) U.L.Q. (<0.510)
ABC transporter proteins
MDR1 0.688 ± 0.138 0.717 ± 0.172 0.983 ± 0.220 U.L.Q. (<0.0412) U.L.Q. (<0.0580) U.L.Q. (<0.0418) 0.445 ± 0.073 * U.L.Q. (<0.0802) U.L.Q. (<0.134)
MRP1 0.836 ± 0.017 0.952 ± 0.260 2.79 ± 0.24 2.01 ± 0.04 0.543 ± 0.029 * 0.300 ± 0.012 * U.L.Q. (<0.0258) 1.19 ± 0.15 U.L.Q. (<0.0766)
MRP4 0.575 ± 0.063 0.447 ± 0.107 0.598 ± 0.125 0.554 ± 0.010 0.291 ± 0.042 0.150 ± 0.033 0.267 ± 0.053 1.08 ± 0.02 0.310 ± 0.066
BCRP 1.22 ± 0.13 0.678 ± 0.009 0.594 ± 0.125 0.776 ± 0.006 * U.L.Q. (<0.233) 0.213 ± 0.071 * 1.13 ± 0.26 U.L.Q. (<0.0541) U.L.Q. (<0.310)
SLC transporter proteins
ASCT2 6.03 ± 0.65 2.62 ± 0.51 * 8.78 ± 0.68 3.32 ± 0.08 3.48 ± 0.28 0.813 ± 0.138 0.595 ± 0.231 * 16.0 ± 1.1 2.43 ± 0.17
GLUT1 21.4 ± 1.5 15.6 ± 1.5 9.37 ± 0.49 25.3 ± 0.6 26.5 ± 0.4 8.21 ± 0.36 9.58 ± 0.26 46.0 ± 1.3 5.19 ± 0.18
GLUT3/14 9.81 ± 0.41 14.2 ± 1.7 3.25 ± 0.53 11.3 ± 0.5 11.3 ± 0.5 0.733 ± 0.043 9.45 ± 0.13 3.14 ± 0.11 1.20 ± 0.02
MCT4 6.36 ± 0.31 3.99 ± 0.21 3.03 ± 0.11 12.2 ± 0.8 U.L.Q. (<0.719) 2.04 ± 0.24 2.18 ± 0.20 21.0 ± 1.7 0.328 ± 0.102
PEPT2 0.952 ± 0.097 0.970 ± 0.166 1.20 ± 0.29 U.L.Q. (<0.124) 0.638 ± 0.001 0.631 ± 0.104 0.776 ± 0.093 0.979 ± 0.050 U.L.Q. (<0.0956)
MCT1 2.05 ± 0.03 * U.L.Q. (<0.732) U.L.Q. (<0.746) 1.36 ± 0.18 * 1.45 ± 0.24 * 3.51 ± 0.24 U.L.Q. (<0.0886) U.L.Q. (<0.0904) U.L.Q. (<0.111)
ENT1 1.68 ± 0.09 1.36 ± 0.19 4.05 ± 0.21 N.D. N.D. N.D. N.D. 2.24 ± 0.12 N.D.
4F2hc 10.4 ± 0.5 2.82 ± 0.20 1.34 ± 0.15 6.38 ± 0.33 4.58 ± 0.50 9.81 ± 0.12 4.94 ± 0.34 4.54 ± 0.18 3.56 ± 0.09
PCFT 1.04 ± 0.25 0.703 ± 0.121 1.10 ± 0.13 1.70 ± 0.17 U.L.Q. (<0.0470) U.L.Q. (<0.186) U.L.Q. (<0.205) 1.54 ± 0.49 * U.L.Q. (<0.188)
FATP1 1.57 ± 0.09 U.L.Q. (<1.17) 1.58 ± 0.02 U.L.Q. (<0.614) U.L.Q. (<0.626) U.L.Q. (<0.264) 1.86 ± 0.28 * 2.22 ± 0.06 1.01 ± 0.21 *
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<0.650) U.L.Q. (<0.706) 0.826 ± 0.039 * U.L.Q. (<0.424) 0.856 ± 0.151 0.934 ± 0.008 * U.L.Q. (<0.0944) U.L.Q. (<0.102) U.L.Q. (<0.0847)
JAM-A 7.66 ± 0.76 7.01 ± 0.49 28.8 ± 1.6 N.D. N.D. N.D. N.D. 33.9 ± 2.4 N.D.
β-catenin 10.2 ± 1.2 5.90 ± 0.81 17.8 ± 2.3 11.2 ± 0.9 3.91 ± 0.19 6.18 ± 0.41 4.34 ± 0.41 5.99 ± 0.37 3.09 ± 0.13
PECAM1 N.Q. N.Q. N.Q. 4.89 ± 0.60 2.94 ± 0.50 5.79 ± 1.64 * U.L.Q. (<0.0674) N.D. 2.46 ± 0.21 *
γ-gtp 1.03 ± 0.30 1.20 ± 0.38 1.73 ± 0.28 2.59 ± 0.26 U.L.Q. (<0.332) 2.47 ± 0.12 U.L.Q. (<0.523) 2.37 ± 0.22 U.L.Q. (<0.664)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 60.9 ± 4.9 77.6 ± 0.8 57.6 ± 3.6 40.2 ± 1.6 140 ± 10 23.3 ± 1.3 149 ± 9 34.2 ± 2.4 18.7 ± 0.5
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
AM4 STC1 DA27 DA28 DA34 AOA2 AA15 AA16 PNET1
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.0822) U.L.Q. (<0.0397) 0.342 ± 0.074 * 0.943 ± 0.118 U.L.Q. (<0.140) 3.17 ± 0.26 U.L.Q. (<0.0539) U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.122)
PDGFRβ 1.98 ± 0.33 U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.512) U.L.Q. (<0.586) U.L.Q. (<0.447) U.L.Q. (<0.697) U.L.Q. (<0.394) U.L.Q. (<0.120) U.L.Q. (<0.599)
EGFR 0.725 ± 0.018 U.L.Q. (<0.0439) 1.56 ± 0.22 6.75 ± 0.72 4.10 ± 0.33 13.4 ± 0.8 U.L.Q. (<0.0447) 4.27 ± 0.12 4.74 ± 0.92
ERBB2 0.806 ± 0.151 0.376 ± 0.015 * U.L.Q. (<0.108) U.L.Q. (<0.112) U.L.Q. (<0.0323) U.L.Q. (<0.119) U.L.Q. (<0.315) U.L.Q. (<0.0561) U.L.Q. (<0.111)
VEGFR1 1.08 ± 0.07 * U.L.Q. (<0.192) U.L.Q. (<0.0886) U.L.Q. (<0.127) 0.647 ± 0.002 * U.L.Q. (<0.134) U.L.Q. (<0.108) 0.218 ± 0.064 U.L.Q. (<0.145)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.175) U.L.Q. (<0.787) U.L.Q. (<0.639) U.L.Q. (<0.775) U.L.Q. (<0.722) U.L.Q. (<0.898) U.L.Q. (<0.874) U.L.Q. (<0.152) U.L.Q. (<0.645)
VEGFR3 N.D. U.L.Q. (<0.258) U.L.Q. (<0.587) U.L.Q. (<0.751) U.L.Q. (<0.328) U.L.Q. (<0.715) U.L.Q. (<0.114) 1.30 ± 0.25 U.L.Q. (<0.704)
FLT3 U.L.Q. (<0.137) U.L.Q. (<0.220) U.L.Q. (<0.271) U.L.Q. (<0.255) U.L.Q. (<0.183) U.L.Q. (<0.322) U.L.Q. (<0.391) U.L.Q. (<0.188) U.L.Q. (<0.205)
MET U.L.Q. (<0.197) U.L.Q. (<0.551) U.L.Q. (<0.532) U.L.Q. (<0.370) U.L.Q. (<0.934) U.L.Q. (<0.656) U.L.Q. (<2.50) U.L.Q. (<0.220) U.L.Q. (<0.313)
IGFR U.L.Q. (<0.0372) U.L.Q. (<0.0862) U.L.Q. (<0.130) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.146) U.L.Q. (<0.209) U.L.Q. (<0.0959) U.L.Q. (<0.0413) U.L.Q. (<0.181)
CD33 U.L.Q. (<0.0476) U.L.Q. (<0.176) U.L.Q. (<0.0495) U.L.Q. (<0.159) U.L.Q. (<0.111) U.L.Q. (<0.0582) 0.787 ± 0.035 * U.L.Q. (<0.109) U.L.Q. (<0.0474)
CD37 0.350 ± 0.125 U.L.Q. (<0.0498) U.L.Q. (<0.0987) 0.226 ± 0.017 * 0.354 ± 0.006 * U.L.Q. (<0.104) 0.609 ± 0.113 * 0.201 ± 0.048 * U.L.Q. (<0.0893)
c-kit 0.921 ± 0.116 U.L.Q. (<0.233) U.L.Q. (<0.111) U.L.Q. (<0.206) 5.75 ± 0.98 U.L.Q. (<0.299) U.L.Q. (<0.664) 4.22 ± 0.51 6.87 ± 2.61
ABC transporter proteins
MDR1 0.321 ± 0.055 0.684 ± 0.047 U.L.Q. (<0.169) 1.12 ± 0.11 2.13 ± 0.06 U.L.Q. (<0.162) U.L.Q. (<0.152) 1.18 ± 0.08 U.L.Q. (<0.127)
MRP1 1.47 ± 0.19 1.47 ± 0.09 U.L.Q. (<0.185) 0.357 ± 0.062 * U.L.Q. (<0.100) 0.270 ± 0.007 * 0.448 ± 0.095 * 0.267 ± 0.036 * 0.909 ± 0.079
MRP4 0.563 ± 0.013 1.01 ± 0.04 U.L.Q. (<0.164) 0.461 ± 0.101 * 1.01 ± 0.02 0.555 ± 0.077 U.L.Q. (<0.436) 0.855 ± 0.059 0.628 ± 0.101
BCRP 0.512 ± 0.067 U.L.Q. (<0.266) U.L.Q. (<0.597) 3.89 ± 0.34 7.02 ± 0.44 5.76 ± 0.69 U.L.Q. (<0.529) 2.56 ± 0.12 1.74 ± 0.27
SLC transporter proteins
ASCT2 0.952 ± 0.104 1.70 ± 0.15 * U.L.Q. (<0.169) U.L.Q. (<0.621) U.L.Q. (<0.362) U.L.Q. (<0.667) U.L.Q. (<0.499) U.L.Q. (<0.365) 2.94 ± 0.18
GLUT1 8.14 ± 0.43 18.8 ± 1.1 4.02 ± 0.57 23.1 ± 1.2 21.6 ± 0.4 35.5 ± 2.1 16.9 ± 0.8 59.3 ± 1.6 24.6 ± 1.2
GLUT3/14 1.94 ± 0.20 4.00 ± 0.22 11.9 ± 0.4 10.7 ± 0.4 1.96 ± 0.09 2.21 ± 0.08 3.02 ± 0.12 7.83 ± 0.41 7.11 ± 0.30
MCT4 3.03 ± 0.23 U.L.Q. (<0.131) U.L.Q. (<1.33) U.L.Q. (<0.751) U.L.Q. (<0.232) U.L.Q. (<1.30) U.L.Q. (<0.738) U.L.Q. (<0.0940) U.L.Q. (<0.670)
PEPT2 U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.107) 0.873 ± 0.086 3.38 ± 0.16 6.50 ± 0.13 U.L.Q. (<0.434) U.L.Q. (<0.354) 1.10 ± 0.06 U.L.Q. (<0.205)
MCT1 1.35 ± 0.25 * 2.80 ± 0.36 U.L.Q. (<0.204) 2.97 ± 0.20 5.88 ± 0.20 U.L.Q. (<0.368) U.L.Q. (<1.59) 2.37 ± 0.21 4.19 ± 0.57
ENT1 N.D. 2.22 ± 0.46 * U.L.Q. (<2.11) U.L.Q. (<0.363) 0.681 ± 0.089 * U.L.Q. (<2.35) U.L.Q. (<2.41) 1.50 ± 0.13 3.47 ± 0.93 *
4F2hc 2.90 ± 0.17 3.49 ± 0.33 2.59 ± 0.24 4.46 ± 0.38 3.27 ± 0.15 6.66 ± 1.00 3.65 ± 0.54 2.63 ± 0.29 6.93 ± 0.50
PCFT U.L.Q. (<0.212) U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.352) U.L.Q. (<0.544) U.L.Q. (<0.190) U.L.Q. (<0.523) U.L.Q. (<0.561) U.L.Q. (<0.0805) U.L.Q. (<0.375)
FATP1 1.41 ± 0.27 * U.L.Q. (<0.0921) 2.47 ± 0.04 * 2.66 ± 0.18 6.20 ± 0.21 U.L.Q. (<0.210) 3.65 ± 0.49 2.05 ± 0.22 U.L.Q. (<0.154)
Other proteins
Claudin5 4.07 ± 0.20 2.33 ± 0.13 U.L.Q. (<0.132) 0.954 ± 0.038 * U.L.Q. (<0.258) 1.65 ± 0.07 * U.L.Q. (<0.149) 0.906 ± 0.203 * 2.03 ± 0.49
JAM-A N.D. 19.8 ± 2.1 U.L.Q. (<0.154) 2.99 ± 0.30 2.64 ± 0.28 1.42 ± 0.25 * 3.33 ± 0.44 * 2.94 ± 0.39 5.74 ± 0.73
β-catenin 9.39 ± 1.32 16.0 ± 0.9 4.16 ± 0.94 8.17 ± 0.19 9.34 ± 0.31 5.45 ± 0.15 8.78 ± 0.14 7.70 ± 0.59 7.66 ± 0.97
PECAM1 3.65 ± 0.21 2.10 ± 0.74 * U.L.Q. (<0.320) U.L.Q. (<0.402) N.D. U.L.Q. (<0.389) 1.91 ± 0.09 * U.L.Q. (<0.0499) 5.67 ± 0.93
γ-gtp 0.491 ± 0.054 U.L.Q. (<0.0690) U.L.Q. (<0.445) U.L.Q. (<0.629) U.L.Q. (<0.249) U.L.Q. (<0.652) U.L.Q. (<0.615) U.L.Q. (<0.107) U.L.Q. (<0.588)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 64.0 ± 0.9 55.1 ± 2.5 257 ± 11 142 ± 4 105 ± 3 49.5 ± 3.6 116 ± 8 133 ± 6 141 ± 5
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these 
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
PA PA3 PXA20121023 ML ABS111174161 ABS352JK00909 ABS2467970101 NB40 NB41
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.128) 2.73 ± 0.56 U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.0510) U.L.Q. (<0.0588) U.L.Q. (<0.0159) U.L.Q. (<0.0131) U.L.Q. (<0.0134) U.L.Q. (<0.0103)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.401) U.L.Q. (<0.415) U.L.Q. (<0.335) U.L.Q. (<0.431) U.L.Q. (<0.158) U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.0973) U.L.Q. (<0.0856) U.L.Q. (<0.199)
EGFR U.L.Q. (<0.0620) 1.21 ± 0.05 3.54 ± 0.10 U.L.Q. (<0.0810) U.L.Q. (<0.0972) 0.675 ± 0.090 * 0.592 ± 0.028 0.613 ± 0.077 * 0.573 ± 0.157 *
ERBB2 U.L.Q. (<0.0885) U.L.Q. (<0.0637) U.L.Q. (<0.0639) U.L.Q. (<0.102) U.L.Q. (<0.219) U.L.Q. (<0.0336) U.L.Q. (<0.0347) U.L.Q. (<0.0338) U.L.Q. (<0.0358)
VEGFR1 U.L.Q. (<0.0930) U.L.Q. (<0.0771) U.L.Q. (<0.0688) U.L.Q. (<0.121) N.D. U.L.Q. (<0.0325) U.L.Q. (<0.0427) U.L.Q. (<0.0463) U.L.Q. (<0.0719)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.766) U.L.Q. (<0.200) U.L.Q. (<0.268) U.L.Q. (<0.885) U.L.Q. (<0.735) U.L.Q. (<0.303) U.L.Q. (<0.191) U.L.Q. (<0.286) U.L.Q. (<0.318)
VEGFR3 U.L.Q. (<0.142) 2.23 ± 0.33 U.L.Q. (<0.484) U.L.Q. (<0.157) N.D. U.L.Q. (<0.0490) U.L.Q. (<0.0539) U.L.Q. (<0.0261) U.L.Q. (<0.0958)
FLT3 U.L.Q. (<0.412) U.L.Q. (<0.387) U.L.Q. (<0.364) U.L.Q. (<0.360) N.D. U.L.Q. (<0.289) U.L.Q. (<0.0817) U.L.Q. (<0.308) U.L.Q. (<0.259)
MET U.L.Q. (<3.06) U.L.Q. (<0.173) U.L.Q. (<0.172) U.L.Q. (<2.70) U.L.Q. (<0.183) N.D. N.D. N.D. N.D.
IGFR U.L.Q. (<0.0963) U.L.Q. (<0.0932) U.L.Q. (<0.0904) U.L.Q. (<0.109) U.L.Q. (<0.486) U.L.Q. (<0.0374) U.L.Q. (<0.0325) U.L.Q. (<0.0325) U.L.Q. (<0.0265)
CD33 U.L.Q. (<0.119) U.L.Q. (<0.151) 1.28 ± 0.10 * 1.18 ± 0.06 * U.L.Q. (<0.105) U.L.Q. (<0.0986) U.L.Q. (<0.0841) U.L.Q. (<0.0891) U.L.Q. (<0.0890)
CD37 U.L.Q. (<0.169) 0.298 ± 0.021 * 1.01 ± 0.06 * 66.8 ± 5.3 U.L.Q. (<0.407) U.L.Q. (<0.127) U.L.Q. (<0.119) U.L.Q. (<0.108) U.L.Q. (<0.166)
c-kit U.L.Q. (<0.374) 4.85 ± 0.61 U.L.Q. (<0.546) U.L.Q. (<0.103) U.L.Q. (<0.261) U.L.Q. (<0.0856) U.L.Q. (<0.107) U.L.Q. (<0.137) U.L.Q. (<0.0633)
ABC transporter proteins
MDR1 U.L.Q. (<0.145) U.L.Q. (<0.0987) U.L.Q. (<0.102) U.L.Q. (<0.150) U.L.Q. (<0.0604) 0.226 ± 0.032 * 0.119 ± 0.010 * U.L.Q. (<0.196) U.L.Q. (<0.250)
MRP1 0.813 ± 0.162 * U.L.Q. (<0.116) 1.31 ± 0.09 4.62 ± 0.47 U.L.Q. (<0.0445) U.L.Q. (<0.0342) U.L.Q. (<0.0331) U.L.Q. (<0.0338) U.L.Q. (<0.0275)
MRP4 U.L.Q. (<0.345) 0.467 ± 0.036 0.545 ± 0.042 0.744 ± 0.105 0.200 ± 0.038 * U.L.Q. (<0.0862) U.L.Q. (<0.975) U.L.Q. (<0.0862) 0.198 ± 0.024 *
BCRP U.L.Q. (<0.906) 1.96 ± 0.03 1.66 ± 0.11 U.L.Q. (<0.479) U.L.Q. (<0.234) 0.405 ± 0.042 N.D. U.L.Q. (<0.159) U.L.Q. (<0.161)
SLC transporter proteins
ASCT2 U.L.Q. (<0.632) U.L.Q. (<0.162) 5.41 ± 0.46 9.19 ± 0.66 U.L.Q. (<0.0604) U.L.Q. (<0.0236) U.L.Q. (<0.0246) U.L.Q. (<0.0246) U.L.Q. (<0.0231)
GLUT1 14.4 ± 0.8 17.3 ± 0.6 9.99 ± 0.58 20.7 ± 0.5 2.17 ± 0.20 2.40 ± 0.15 1.59 ± 0.08 2.62 ± 0.06 5.51 ± 0.23
GLUT3/14 3.16 ± 0.28 5.20 ± 0.20 6.57 ± 0.24 3.51 ± 0.34 9.07 ± 0.26 8.18 ± 0.17 N.D. 10.9 ± 0.5 5.34 ± 0.59
MCT4 U.L.Q. (<1.58) 1.53 ± 0.08 * 5.22 ± 0.71 3.73 ± 0.16 * U.L.Q. (<0.736) U.L.Q. (<0.0267) N.D. U.L.Q. (<0.0604) U.L.Q. (<0.142)
PEPT2 U.L.Q. (<0.316) 0.658 ± 0.001 * U.L.Q. (<0.110) U.L.Q. (<0.358) 1.08 ± 0.07 0.575 ± 0.117 0.356 ± 0.092 * 0.588 ± 0.091 U.L.Q. (<0.0835)
MCT1 U.L.Q. (<0.219) 2.04 ± 0.11 U.L.Q. (<0.0797) U.L.Q. (<1.89) U.L.Q. (<0.199) 0.740 ± 0.165 * 0.615 ± 0.090 * 1.04 ± 0.38 1.14 ± 0.12
ENT1 5.10 ± 0.73 1.57 ± 0.21 1.91 ± 0.10 11.3 ± 1.1 N.D. 0.610 ± 0.085 * 0.606 ± 0.209 * U.L.Q. (<0.359) 0.544 ± 0.161 *
4F2hc U.L.Q. (<0.160) 2.47 ± 0.20 2.52 ± 0.34 7.04 ± 0.31 3.71 ± 0.29 3.82 ± 0.63 3.21 ± 0.15 3.79 ± 0.48 2.50 ± 0.28
PCFT U.L.Q. (<0.383) U.L.Q. (<0.224) U.L.Q. (<0.200) U.L.Q. (<0.394) U.L.Q. (<0.0889) U.L.Q. (<0.0437) U.L.Q. (<0.0506) U.L.Q. (<0.0816) U.L.Q. (<0.0833)
FATP1 U.L.Q. (<0.178) 4.72 ± 0.61 3.71 ± 0.63 3.01 ± 0.69 U.L.Q. (<0.625) 2.36 ± 0.32 * U.L.Q. (<0.166) 2.33 ± 0.25 * 2.13 ± 0.22
Other proteins
Claudin5 U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.143) U.L.Q. (<0.124) U.L.Q. (<0.271) U.L.Q. (<0.424) U.L.Q. (<0.649) U.L.Q. (<0.462) U.L.Q. (<0.227) U.L.Q. (<0.495)
JAM-A 16.7 ± 1.6 3.53 ± 0.19 4.18 ± 0.23 6.15 ± 0.99 N.D. U.L.Q. (<0.350) U.L.Q. (<0.243) N.D. U.L.Q. (<0.347)
β-catenin 8.39 ± 1.09 12.2 ± 0.8 1.74 ± 0.10 1.96 ± 0.21 * 2.82 ± 0.18 2.19 ± 0.40 * 2.65 ± 0.35 4.75 ± 0.51 5.58 ± 0.62
PECAM1 1.81 ± 0.19 * N.D. N.D. 6.48 ± 1.42 U.L.Q. (<0.0349) U.L.Q. (<0.0718) U.L.Q. (<0.0611) U.L.Q. (<0.0720) U.L.Q. (<0.0756)
γ-gtp U.L.Q. (<0.598) U.L.Q. (<0.202) U.L.Q. (<0.207) 2.42 ± 0.39 U.L.Q. (<0.125) 0.261 ± 0.050 * 0.312 ± 0.109 * U.L.Q. (<0.198) U.L.Q. (<0.272)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 137 ± 10 83.9 ± 2.7 34.2 ± 2.1 81.7 ± 9.9 137 ± 10 199 ± 8 158 ± 3 215 ± 14 119 ± 10
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-2 Quantitative values of proteins in plasma membrane fraction of brain tumor and non-tumor brain tissues (Continued)
Each value represents protein expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under the limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the value of the quantification limit 
(fmol/μg protein). *The reliability of the calculated values is considered to be less than that of other detected molecules, because in these
cases only two among four SRM/MRM transitions gave detectable peak areas over 5000 counts. N.Q.; not quantified, N.D.; not detected.
NB43 NB44 GBM99/Normal GBM115/Normal GBM125/Normal GBM137/Normal GBM138/Normal
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.0112) U.L.Q. (<0.0218) U.L.Q. (<0.0410) U.L.Q. (<0.132) U.L.Q. (<0.139) U.L.Q. (<0.129)
PDGFRβ U.L.Q. (<0.566) U.L.Q. (<0.0634) U.L.Q. (<0.0755) U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.440) U.L.Q. (<0.425) U.L.Q. (<0.372)
EGFR 0.961 ± 0.059 * 0.600 ± 0.000 * 0.487 ± 0.083 * 0.689 ± 0.128 1.20 ± 0.14 1.06 ± 0.10 * U.L.Q. (<0.207)
ERBB2 U.L.Q. (<0.150) U.L.Q. (<0.0377) U.L.Q. (<0.0371) U.L.Q. (<0.596) U.L.Q. (<0.0695) U.L.Q. (<0.0335) U.L.Q. (<0.0322)
VEGFR1 U.L.Q. (<0.117) U.L.Q. (<0.0581) U.L.Q. (<0.0508) U.L.Q. (<0.0952) U.L.Q. (<0.0766) U.L.Q. (<0.142) U.L.Q. (<0.140)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.670) U.L.Q. (<0.234) U.L.Q. (<0.297) U.L.Q. (<0.0785) U.L.Q. (<0.254) U.L.Q. (<0.751) U.L.Q. (<0.748)
VEGFR3 U.L.Q. (<0.648) U.L.Q. (<0.0152) U.L.Q. (<0.0573) U.L.Q. (<0.184) U.L.Q. (<0.413) U.L.Q. (<0.545) U.L.Q. (<0.322)
FLT3 U.L.Q. (<0.335) U.L.Q. (<0.362) U.L.Q. (<0.362) U.L.Q. (<0.232) U.L.Q. (<0.371) U.L.Q. (<0.196) U.L.Q. (<0.208)
MET U.L.Q. (<0.618) N.D. N.D. U.L.Q. (<0.223) U.L.Q. (<0.147) U.L.Q. (<0.880) U.L.Q. (<0.919)
IGFR U.L.Q. (<0.117) U.L.Q. (<0.0369) U.L.Q. (<0.0319) U.L.Q. (<0.112) U.L.Q. (<0.108) U.L.Q. (<0.164) U.L.Q. (<0.163)
CD33 U.L.Q. (<0.145) U.L.Q. (<0.0958) U.L.Q. (<0.0958) U.L.Q. (<0.149) U.L.Q. (<0.140) U.L.Q. (<0.109) U.L.Q. (<0.0907)
CD37 0.239 ± 0.011 * U.L.Q. (<0.154) U.L.Q. (<0.136) 0.095 ± 0.018 * U.L.Q. (<0.0394) U.L.Q. (<0.0885) 0.214 ± 0.003 *
c-kit U.L.Q. (<0.0995) U.L.Q. (<0.194) U.L.Q. (<0.0577) U.L.Q. (<0.254) U.L.Q. (<0.572) U.L.Q. (<0.235) U.L.Q. (<0.119)
ABC transporter proteins
MDR1 U.L.Q. (<0.193) U.L.Q. (<0.249) U.L.Q. (<0.248) 0.172 ± 0.081 * U.L.Q. (<0.0848) U.L.Q. (<0.0871) U.L.Q. (<0.0942)
MRP1 U.L.Q. (<0.241) U.L.Q. (<0.0361) U.L.Q. (<0.0363) U.L.Q. (<0.161) U.L.Q. (<0.123) U.L.Q. (<0.0970) U.L.Q. (<0.0997)
MRP4 U.L.Q. (<0.259) U.L.Q. (<0.0828) U.L.Q. (<0.105) 0.487 ± 0.037 0.398 ± 0.058 0.144 ± 0.032 0.266 ± 0.020
BCRP U.L.Q. (<0.921) U.L.Q. (<0.120) U.L.Q. (<0.146) 0.354 ± 0.034 U.L.Q. (<0.0660) 0.665 ± 0.124 * U.L.Q. (<0.114)
SLC transporter proteins
ASCT2 U.L.Q. (<0.589) U.L.Q. (<0.0235) U.L.Q. (<0.0255) U.L.Q. (<0.365) U.L.Q. (<0.0435) U.L.Q. (<0.331) U.L.Q. (<0.385)
GLUT1 7.87 ± 1.33 4.93 ± 0.40 3.48 ± 0.21 1.93 ± 0.11 1.64 ± 0.12 4.40 ± 0.56 6.07 ± 0.21
GLUT3/14 16.0 ± 0.5 N.D. 16.9 ± 0.7 1.38 ± 0.04 1.87 ± 0.06 10.8 ± 0.3 2.62 ± 0.17
MCT4 U.L.Q. (<1.14) U.L.Q. (<0.447) U.L.Q. (<0.246) U.L.Q. (<0.114) U.L.Q. (<0.0920) U.L.Q. (<0.196) U.L.Q. (<0.204)
PEPT2 U.L.Q. (<0.537) 1.16 ± 0.21 0.828 ± 0.092 0.730 ± 0.037 0.684 ± 0.058 2.31 ± 0.10 U.L.Q. (<0.0827)
MCT1 U.L.Q. (<0.286) U.L.Q. (<0.166) U.L.Q. (<0.187) 2.08 ± 0.08 1.77 ± 0.10 U.L.Q. (<0.612) 1.57 ± 0.27
ENT1 0.958 ± 0.322 * 0.798 ± 0.133 * 0.848 ± 0.223 * U.L.Q. (<0.0550) U.L.Q. (<0.227) 0.683 ± 0.074 * U.L.Q. (<0.233)
4F2hc 4.08 ± 0.28 3.85 ± 0.29 4.43 ± 0.70 3.45 ± 0.64 2.50 ± 0.14 1.80 ± 0.13 1.11 ± 0.02 *
PCFT U.L.Q. (<0.512) U.L.Q. (<0.0867) U.L.Q. (<0.104) U.L.Q. (<0.0697) U.L.Q. (<0.220) U.L.Q. (<0.140) U.L.Q. (<0.147)
FATP1 U.L.Q. (<0.239) 1.38 ± 0.55 * 3.14 ± 0.84 2.59 ± 0.10 2.50 ± 0.40 3.66 ± 0.67 4.32 ± 0.44
Other proteins
Claudin5 0.461 ± 0.069 * U.L.Q. (<0.832) U.L.Q. (<0.952) U.L.Q. (<0.135) U.L.Q. (<0.144) U.L.Q. (<0.274) U.L.Q. (<0.263)
JAM-A U.L.Q. (<1.02) U.L.Q. (<0.479) U.L.Q. (<0.367) 1.45 ± 0.06 U.L.Q. (<0.605) U.L.Q. (<0.667) U.L.Q. (<0.912)
β-catenin 5.04 ± 0.65 4.67 ± 0.89 4.60 ± 0.37 7.19 ± 0.55 5.21 ± 0.49 7.17 ± 0.51 5.16 ± 0.06
PECAM1 U.L.Q. (<0.374) U.L.Q. (<0.0836) U.L.Q. (<0.0790) U.L.Q. (<0.0345) N.D. N.D. N.D.
γ-gtp U.L.Q. (<0.535) U.L.Q. (<0.186) U.L.Q. (<0.205) U.L.Q. (<0.0530) U.L.Q. (<0.160) U.L.Q. (<0.197) U.L.Q. (<0.195)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 210 ± 14 213 ± 9 201 ± 16 93.0 ± 5.0 83.5 ± 4.7 242 ± 9 164 ± 9
Quantitative value (fmol/μg protein of plasma membrane fraction)
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Table 3-3 Summary of membrane proteins expressions in plasma membrane 
fraction of GBM tissues and all brain tumor tissues
Plasma membrane fraction of GBM tissues and other brain tumor tissues were analyzed 
by multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS. Each value represents protein 
expression level in plasma membrane fraction. U.L.Q. means “under the limit of 
quantification.” Max: Maximum expression level among tumor tissues, Min: Minimum 
expression level among tumor tissues
n Mean S.D. Median Max Min n Mean S.D. Median Max Min
Target molecules for molecular-targeted drugs
PDGFRα 58 2.21 5.18 U.L.Q. 26.1 U.L.Q. 37.9 (22/58) 85 1.59 4.39 U.L.Q. 26.1 U.L.Q. 30.6 (26/85)
PDGFRβ 55 0.190 0.780 U.L.Q. 4.76 U.L.Q. 7.27 (4/55) 82 0.226 0.762 U.L.Q. 4.76 U.L.Q. 9.76 (8/82)
EGFR 56 18.6 34.9 3.86 143 U.L.Q. 85.7 (48/56) 83 13.5 29.6 3.32 143 U.L.Q. 84.3 (70/83)
ERBB2 58 0.238 0.483 U.L.Q. 2.43 U.L.Q. 31.0 (18/58) 85 1.51 11.22 U.L.Q. 104 U.L.Q. 32.9 (28/85)
VEGFR1 53 0.305 0.964 U.L.Q. 4.09 U.L.Q. 11.3 (6/53) 78 0.232 0.812 U.L.Q. 4.09 U.L.Q. 11.5 (9/78)
VEGFR2 55 U.L.Q. - - - - 0 (0/55) 82 U.L.Q. - - - - 0 (0/82)
VEGFR3 31 U.L.Q. - - - - 0 (0/31) 48 0.0736 0.3695 U.L.Q. 2.23 U.L.Q. 4.17 (2/48)
FLT3 34 0.0318 0.1854 U.L.Q. 1.08 U.L.Q. 2.94 (1/34) 54 0.0200 0.1471 U.L.Q. 1.08 U.L.Q. 1.85 (1/54)
MET 50 0.352 2.490 U.L.Q. 17.6 U.L.Q. 2.00 (1/50) 77 0.229 2.006 U.L.Q. 17.6 U.L.Q. 1.30 (1/77)
IGFR 55 0.0162 0.0841 U.L.Q. 0.463 U.L.Q. 3.64 (2/55) 82 0.0108 0.0691 U.L.Q. 0.463 U.L.Q. 2.44 (2/82)
CD33 55 0.103 0.254 U.L.Q. 1.37 U.L.Q. 21.8 (12/55) 82 0.134 0.313 U.L.Q. 1.37 U.L.Q. 23.2 (19/82)
CD37 55 0.286 0.256 0.306 1.29 U.L.Q. 72.7 (40/55) 82 1.11 7.34 0.301 66.8 U.L.Q. 70.7 (58/82)
c-kit 55 0.509 1.860 U.L.Q. 9.97 U.L.Q. 10.9 (6/55) 82 0.807 2.425 U.L.Q. 14.3 U.L.Q. 15.9 (13/82)
ABC transporter proteins
MDR1 58 0.374 0.364 U.L.Q. 1.18 U.L.Q. 60.3 (35/58) 85 0.394 0.431 0.377 2.13 U.L.Q. 57.6 (49/85)
MRP1 56 0.492 0.503 U.L.Q. 2.52 U.L.Q. 76.8 (43/56) 83 0.614 0.756 0.445 4.62 U.L.Q. 75.9 (63/83)
MRP4 58 0.495 0.204 U.L.Q. 1.04 U.L.Q. 94.8 (55/58) 85 0.505 0.237 0.497 1.08 U.L.Q. 92.9 (79/85)
BCRP 58 1.15 0.96 0.975 3.89 U.L.Q. 81.0 (47/58) 85 1.24 1.30 0.962 7.02 U.L.Q. 77.6 (66/85)
SLC transporter proteins
ASCT2 58 0.307 0.658 U.L.Q. 2.36 U.L.Q. 22.4 (13/58) 85 1.02 2.42 U.L.Q. 16.0 U.L.Q. 32.9 (28/85)
GLUT1 58 31.3 49.3 20.1 316 2.80 100 (58/58) 85 28.7 41.9 19.5 316 2.80 100 (85/85)
GLUT3/14 58 6.09 3.35 5.86 16.3 1.63 100 (58/58) 84 6.21 3.63 5.86 16.3 0.733 100 (84/84)
MCT4 58 1.48 1.66 1.20 7.13 U.L.Q. 62.1 (36/58) 85 1.91 3.16 1.13 21.0 U.L.Q. 57.6 (49/85)
PEPT2 58 1.03 1.03 0.910 6.34 U.L.Q. 79.3 (46/58) 85 1.01 1.18 0.843 6.50 U.L.Q. 71.8 (61/85)
MCT1 58 3.10 2.31 2.69 11.6 U.L.Q. 87.9 (51/58) 85 2.56 2.24 2.26 11.6 U.L.Q. 77.6 (66/85)
ENT1 42 1.05 1.09 0.950 6.07 U.L.Q. 73.8 (31/42) 63 1.46 1.76 1.12 11.3 U.L.Q. 76.2 (48/63)
4F2hc 58 3.23 1.22 3.13 6.39 0.613 100 (58/58) 85 3.59 1.74 3.27 10.4 U.L.Q. 98.8 (84/85)
PCFT 58 0.155 0.391 U.L.Q. 1.66 U.L.Q. 15.5 (9/58) 85 0.211 0.470 U.L.Q. 1.70 U.L.Q. 18.8 (16/85)
FATP1 58 3.21 1.88 3.11 7.64 U.L.Q. 87.9 (51/58) 85 2.90 2.00 2.85 7.64 U.L.Q. 82.4 (70/85)
Other proteins
Claudin5 58 0.328 0.519 U.L.Q. 2.12 U.L.Q. 34.5 (20/58) 85 0.479 0.808 U.L.Q. 4.07 U.L.Q. 38.8 (33/85)
JAM-A 37 3.36 2.06 3.07 10.2 U.L.Q. 97.3 (36/37) 58 5.42 7.01 3.25 33.9 U.L.Q. 96.6 (56/58)
β-catenin 58 7.41 3.18 6.93 19.0 0.964 100 (58/58) 85 7.56 3.42 7.21 19.0 0.964 100 (85/85)
PECAM1 34 1.27 1.64 U.L.Q. 5.67 U.L.Q. 47.1 (16/34) 52 1.61 1.93 1.12 6.48 U.L.Q. 51.9 (27/52)
γ-gtp 58 0.341 0.551 U.L.Q. 2.29 U.L.Q. 32.8 (19/58) 85 0.502 1.061 U.L.Q. 7.83 U.L.Q. 34.1 (29/85)
Membrane marker proteins
Na
+
/K
+
 ATPase 56 80.3 37.2 75.7 250 20.7 100 (56/56) 83 84.8 45.0 77.6 257 18.7 100 (83/83)
Positive % Positive %
Quantitative value of membrane protein (fmol/μg protein)
GBM (including recurrent GBM) All brain tumor
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Fig. 3-2 Expression pattern of membrane receptor proteins in the plasma 
membrane fraction of GBM tissues
Plasma membrane fraction of GBM tissues and other brain tumor tissues were analyzed 
by multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS. Each bar represents protein 
expression level in plasma membrane fraction (the mean ± S.E.M., n=2-4 SRM/MRM 
transitions). 
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3-2-3. 悪性脳腫瘍組織の種類間における膜タンパク質発現量比較
本研究では GBM 組織検体に加え、転移性脳腫瘍やその他の脳腫瘍など異なる
種類の組織検体を用いて発現解析を行った。従って、これらの腫瘍の種類間で
膜タンパク質の発現傾向が異なるのかを検証するため、腫瘍種類間における膜
タンパク質発現量の比較解析を行った。なお、本研究で発現解析を行った組織
検体を以下の 4 群に分類し、「分子標的薬標的分子および標的候補分子」、「ABC
トランスポーター」、「SLC トランスポーター」、「その他の膜タンパク質」の順
に比較解析結果を記載した。
1. GBM 組織検体群(再発 GBM を含む)
2. 低グレードの悪性脳腫瘍組織検体群(Rec53/MRI+, Rec53/MRI-, Rec56, Rec58, 
AM2, AM4, DA27, DA28, DA34, AOA2, AA15, AA16, PA3, PXA20121023)
3. 肺癌由来転移性脳腫瘍組織検体群
4. 非腫瘍脳組織検体群
＜分子標的薬標的分子および標的候補分子発現の比較解析＞
4 群間における分子標的薬標的分子および標的候補分子発現量の比較解析結
果を Fig. 3-3 に示す。非腫瘍脳組織検体では EGFR および CD37 のみ発現が認め
られ、その他の分子の発現は認められなかった。さらに、非腫瘍脳組織検体に
おける EGFR および CD37 の平均発現量はその他 3 群の悪性脳腫瘍組織検体と
比較して低いことが認められた(Fig. 3-3C, K)。また、PDGFRα, EGFR, VEGFR1
の発現はGBM組織検体においてその他の 3群と比較して高い傾向であった(Fig. 
3-3A, C, E)。ERBB2 に関しては肺癌由来の転移性脳腫瘍組織検体においてその
他の 3群と比較して有意に高発現していることが認められた(Fig. 3-3D)。さらに、
GBM組織検体および非腫瘍脳組織検体と比較して肺癌由来転移性脳腫瘍組織検
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体では CD37 が有意に高発現していることも認められた(Fig. 3-3K)。
Fig. 3-3 Comparison of protein expression level of target proteins for 
molecular-targeted drugs among GBM, low-grade brain tumor, metastatic brain 
tumor from lung cancer, and normal brain tissues
Each dot represents protein expression level in plasma membrane fraction of each 
patient and each bar represents the mean value (GBM: n=31-58, LG: n=12-14, Meta: 
n=0-7, NB: n=6-12). GBM: glioblastoma multiform, LG: low-grade brain tumor, Meta: 
metastatic brain tumor from lung cancer, NB: normal brain tissue, *p<0.05, **p<0.01
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＜ABC トランスポーター発現の比較解析＞
4 群間における ABC トランスポータータンパク質(MDR1, MRP1, MRP4, 
BCRP)発現量の比較解析結果を Fig. 3-4 に示す。Fig. 3-3 に示した分子標的薬標
的分子と同様に、非腫瘍脳組織検体における ABC トランスポータータンパク質
発現量はその他の 3 群の悪性脳腫瘍組織検体と比較して低い傾向にあることが
認められた。特に、MRP4 に関しては非腫瘍脳組織検体において有意に低発現し
ており、MRP1 に関しては全ての非腫瘍組織検体において発現が検出されなかっ
た(Fig. 3-3B, C, Table 3-2)。また、肺癌由来転移性脳腫瘍組織検体における MRP1
発現および低グレード悪性脳腫瘍組織検体における BCRP 発現は、それぞれそ
の他の 3 群と比較して有意に高発現していることが認められた(Fig. 3-3B, D)。
Fig. 3-4 Comparison of ABC transporter protein expression level among GBM, 
low-grade brain tumor, metastatic brain tumor from lung cancer, and normal 
brain tissues
Each dot represents protein expression level in plasma membrane fraction of each 
patient and each bar represents the mean value (GBM: n=56-58, LG: n=14, Meta: n=7, 
NB: n=11-12). GBM: glioblastoma multiform, LG: low-grade brain tumor, Meta: 
metastatic brain tumor from lung cancer, NB: normal brain tissue, *p<0.05, **p<0.01
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＜SLC トランスポーター発現の比較解析＞
4群間における SLCトランスポータータンパク質発現量の比較解析結果を Fig. 
3-5 に示す。肺癌由来転移性脳腫瘍において ASCT2, MCT4, PCFT の 3 分子はそ
の他の 3 群と比較して有意に高発現していた(Fig. 3-5A, D, I)。GLUT1 および
MCT1 は非腫瘍脳組織検体と比較して悪性脳腫瘍組織検体で高発現している傾
向が認められた(Fig. 3-5B, F)。さらに、GBM 組織検体において MCT1 は肺癌由
来転移性脳腫瘍および非腫瘍脳組織と比較して有意に高発現していた(Fig. 
3-5F)。一方で、肺癌由来転移性脳腫瘍検体および非腫瘍脳組織検体において
GLUT3/14 はその他の 2 群と比較して高発現している傾向が認められた(Fig. 
3-5C)。
＜その他の膜タンパク質発現の比較解析＞
4 群間におけるその他の膜タンパク質(Claudin5, JAM-A, β-catenin, PECAM1, 
γ-gtp, Na+/K+ ATPase)発現量の比較解析結果を Fig. 3-6 に示す。肺癌由来転移性脳
腫瘍組織検体において JAM-A および γ-gtp がその他の 3 群と比較して有意に高
発現していることが認められた(Fig. 3-6B, E)。さらに、β-catenin および PECAM1
に関してもその他の 3 群と比較して肺癌由来転移性脳腫瘍組織検体では高発現
している傾向が認められた(Fig. 3-6C, D)。Claudin-5 に関しては、低グレードの
悪性脳腫瘍組織検体で高発現している傾向が認められ、特に GBM 組織検体およ
び非腫瘍脳組織検体に対しては有意に高発現していることが認められた(Fig. 
3-6A)。さらに、膜マーカータンパク質である Na+/K+ ATPase に関しては非腫瘍
脳組織において有意に高発現しているという結果となった(Fig. 3-6F)。
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Fig. 3-5 Comparison of SLC transporter protein expression level among GBM, 
low-grade brain tumor, metastatic brain tumor from lung cancer, and normal 
brain tissues
Each dot represents protein expression level in plasma membrane fraction of each 
patient and each bar represents the mean value (GBM: n=42-58, LG: n=12-14, Meta: 
n=4-7, NB: n=10-12). GBM: glioblastoma multiform, LG: low-grade brain tumor, 
Meta: metastatic brain tumor from lung cancer, NB: normal brain tissue, *p<0.05, 
**p<0.01
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Fig. 3-6 Comparison of other membrane protein expression level among GBM, 
low-grade brain tumor, metastatic brain tumor from lung cancer, and normal 
brain tissues
Each dot represents protein expression level in plasma membrane fraction of each 
patient and each bar represents the mean value (GBM: n=34-58, LG: n=10-14, Meta: 
n=3-7, NB: n=9-12). GBM: glioblastoma multiform, LG: low-grade brain tumor, Meta: 
metastatic brain tumor from lung cancer, NB: normal brain tissue, *p<0.05, **p<0.01
3-2-4. 同一患者の初発時および再発時における膜タンパク質発現量比較
本研究で解析を行った再発性悪性脳腫瘍組織検体の中でも、Rec45, Rec29, 
Rec24, Rec48, Rec51, Rec59, Rec49, Rec58 に関してはそれぞれ GBM040909, 
GBM45, GBM53, GBM71, GBM89, GBM105, Rec44, AA15 の再発例となっている
(Table 3-1)。なお、退形成星状細胞腫(WHO grade III)検体である Rec58/AA15 を
除いて全て GBM 患者の再発例である。同一患者で再発時に膜タンパク質の発現
量が変動するかを検証するため、それぞれの検体で初発時と再発時の検体にお
ける膜タンパク質発現量の比較解析を行った(Fig. 3-7)。各検体によって初発時と
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比較して再発時に発現量が増加した分子と減少した分子は異なっており共通し
た傾向は認められなかったが、多くの分子はその発現変動が 2 倍以内に収まる
という結果となった。しかし、再発例 Rec51 では初発時と比較して 2 倍以上発
現量が減少した分子数が今回比較解析を行った検体の中で最も多く、特に EGFR
の発現量は初発時(GBM89)と比較してわずか 2.87%に低下していることが認め
られた(Fig. 3-7E)。また、再発時に 2 倍以上発現量が増加した分子の例として
GLUT1 が挙げられ、Rec29 においてその初発時検体である GBM45 と比較して
11.9 倍発現の増加が認められた(Fig. 3-7B)。
Fig. 3-7 Comparison of protein expression level between primary tumor and 
recurrent tumor from same patient
GBM040909, GBM45, GBM53, GBM70, GBM89, GBM105, Rec44 and AA15 
represent primary tumors. Rec45, Rec29, Rec24, Rec48, Rec51, Rec59, Rec49 and 
Rec58 represent recurrent tumors. Each dot represents protein expression level in 
plasma membrane fraction (mean±S.E.M, n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means 
“under the limit of quantification”.
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Fig. 3-7 Comparison of protein expression level between primary tumor and 
recurrent tumor from same patient (Continued)
GBM040909, GBM45, GBM53, GBM70, GBM89, GBM105, Rec44 and AA15 
represent primary tumors. Rec45, Rec29, Rec24, Rec48, Rec51, Rec59, Rec49 and 
Rec58 represent recurrent tumors. Each dot represents protein expression level in 
plasma membrane fraction (mean±S.E.M, n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means 
“under the limit of quantification”.
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3-2-5. 同一患者の腫瘍部位および非腫瘍部位における膜タンパク質発現量比較
本研究で解析を行った非腫瘍脳組織検体の中でも、 GBM99/Normal, 
GBM115/Normal, GBM125/Normal, GBM137/Normal, GBM138/Normal, NB43, 
NB40 に関してはそれぞれ GBM99, GBM115, GBM125, GBM137, GBM138, 
PNET1, DA27 の非腫瘍部位となっている(Table 3-1)。同一患者での腫瘍部位およ
び非腫瘍部位において膜タンパク質の発現プロファイルが異なるかを検証する
ため、それぞれの検体で腫瘍部位と非腫瘍部位の検体における膜タンパク質発
現量の比較解析を行った(Fig. 3-8)。同一患者において、多くの膜タンパク質は非
腫瘍部位と比較して腫瘍部位で発現量が増加しており、腫瘍部位と非腫瘍部位
との間では 2 倍以上の発現量差が認められる分子の数が多いという結果であっ
た。しかし一方で、星状細胞腫(WHO grade II)である DA27 においてはその非腫
瘍部位検体である NB40 との間の発現量差が GBM 検体と比較して少なく、多く
の分子の発現量差が 2 倍以内に収まることが認められた(Fig. 3-8G)。
Fig. 3-8 Comparison of protein expression level between normal region and tumor 
region from same patient
GBM99/Normal, GBM115/Normal, GBM125/Normal, GBM137/Normal, 
GBM138/Normal, NB43, and NB40 represent normal region. GBM99, GBM115, 
GBM125, GBM137, GBM138, PNET1, and DA27 represent recurrent tumors. Each dot 
represents protein expression level in plasma membrane fraction (mean±S.E.M, n=2-4 
SRM/MRM transitions). U.L.Q. means “under the limit of quantification”.
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Fig. 3-8 Comparison of protein expression level between normal region and tumor 
region from same patient (Continued)
GBM99/Normal, GBM115/Normal, GBM125/Normal, GBM137/Normal, 
GBM138/Normal, NB43, and NB40 represent normal region. GBM99, GBM115, 
GBM125, GBM137, GBM138, PNET1, and DA27 represent recurrent tumors. Each dot 
represents protein expression level in plasma membrane fraction (mean±S.E.M, n=2-4 
SRM/MRM transitions). U.L.Q. means “under the limit of quantification”.
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3-2-6. GBM 検体における膜タンパク質発現量と予後指標との比較
膜タンパク質の発現には大きな個人差が認められたため、GBM 組織検体にお
ける膜タンパク質発現量と予後指標である生存期間および無増悪生存期間(PFS)
との比較解析を行った(Table 3-4)。予後指標との間に有意な相関係数が認められ
たのは MCT1 のみ(vs 生存期間: r=-0.460, p=0.014)であったが、予後指標と高い相
関性を示す膜タンパク質は認められなかった。
Table 3-4 Correlation between protein expression levels and prognostic indicator
among GBM patients
Survival time and PFS (progression-free survival) after surgery were used as a 
prognostic indicator. The correlation between protein expression levels and prognostic 
indicator was represented by coefficient of correlation (R). n: number of cases
Positive correlation Positive correlation
ENT1 0.209 (n=15, p=0.454) c-kit 0.348 (n=31, p=0.055)
PDGFRα 0.181 (n=28, p=0.358) PDGFRα 0.221 (n=34, p=0.209)
MDR1 0.178 (n=28, p=0.365) GLUT1 0.156 (n=34, p=0.379)
γ-gtp 0.158 (n=28, p=0.421) Claudin5 0.083 (n=34, p=0.641)
Claudin5 0.067 (n=28, p=0.736) ENT1 0.058 (n=21, p=0.804)
c-kit 0.043 (n=26, p=0.836) BCRP 0.057 (n=34, p=0.749)
BCRP 0.034 (n=28, p=0.862) EGFR 0.045 (n=32, p=0.806)
ASCT2 0.018 (n=28, p=0.928) ASCT2 0.021 (n=34, p=0.907)
Negative correlation PDGFRβ 0.019 (n=31, p=0.920)
MCT1 -0.460 (n=28, p=0.014) MDR1 0.013 (n=34, p=0.940)
JAM-A -0.339 (n=11, p=0.308) Na
+
/K
+
 ATPase 0.010 (n=32, p=0.955)
Na
+
/K
+
 ATPase -0.308 (n=27, p=0.118) FATP1 0.002 (n=34, p=0.990)
MRP1 -0.262 (n=27, p=0.188) Negative correlation
β-catenin -0.251 (n=28, p=0.198) MCT4 -0.333 (n=34, p=0.054)
GLUT1 -0.246 (n=28, p=0.207) GLUT3/14 -0.234 (n=34, p=0.182)
PECAM1 -0.233 (n=25, p=0.262) MRP1 -0.201 (n=32, p=0.270)
GLUT3/14 -0.193 (n=28, p=0.326) CD37 -0.195 (n=31, p=0.292)
VEGFR1 -0.192 (n=24, p=0.368) β-catenin -0.188 (n=34, p=0.288)
MCT4 -0.180 (n=28, p=0.361) VEGFR1 -0.185 (n=30, p=0.328)
ERBB2 -0.165 (n=28, p=0.402) MCT1 -0.185 (n=34, p=0.296)
CD33 -0.163 (n=26, p=0.428) CD33 -0.184 (n=31, p=0.322)
PEPT2 -0.132 (n=28, p=0.503) 4F2hc -0.162 (n=34, p=0.359)
PDGFRβ -0.081 (n=26, p=0.693) PCFT -0.152 (n=34, p=0.391)
4F2hc -0.077 (n=28, p=0.698) ERBB2 -0.130 (n=34, p=0.463)
CD37 -0.058 (n=26, p=0.778) γ-gtp -0.127 (n=34, p=0.474)
PCFT -0.052 (n=28, p=0.793) PECAM1 -0.100 (n=28, p=0.611)
MRP4 -0.028 (n=28, p=0.886) JAM-A -0.063 (n=16, p=0.816)
EGFR -0.018 (n=27, p=0.928) PEPT2 -0.038 (n=34, p=0.832)
FATP1 -0.011 (n=28, p=0.955) MRP4 -0.021 (n=34, p=0.904)
vs Survival time vs PFS
Correlation coefficient (r)
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3-2-7. 同一患者の MRI 造影および非造影領域における膜タンパク質発現量
Table 3-1 に示す通り Rec53 は oligodendroglioma (WHO grade II)の検体であり、
MRI 造影領域(Rec53/MRI+)および MRI 非造影領域(Rec53/MRI-)の検体が存在す
る。MRI 造影状態において膜タンパク質の発現量が変動しているかを調べるた
めに、これら領域(Rec53/MRI+および Rec53/MRI-)における膜タンパク質発現の
比較解析を行った(Fig. 3-9)。Rec53 の検体において増殖因子受容体等の発現は
EGFR のみ認められ(Table 3-2)、MRI 造影に関わらずほぼ同程度の EGFR 発現で
あった(Fig. 3-9)。なお、MDR1, BCRP, Claudin5 などの分子は MRI 造影領域
(Rec53/MRI+)において高発現している傾向が認められた(Fig. 3-9)。
Fig. 3-9 Comparison of protein expression level between MRI positive tissue and 
MRI negative tissue from same patient
Rec53/MRI+ represents MRI positive region of oligodendroglioma, and Rec53/MRI-
represents MRI negative region of oligodendroglioma. Each dot represents protein 
expression level in plasma membrane fraction (mean±S.E.M, n=2-4 SRM/MRM 
transitions). U.L.Q. means “under the limit of quantification”.
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第 3 節 考察
悪性脳腫瘍組織における膜タンパク質発現およびその個人差について
本研究は GBM を含む悪性脳腫瘍組織の細胞膜画分における分子標的薬標的
分子やトランスポーターなどの複数の膜タンパク質の絶対発現量を明らかにし
た初めての報告である。これまでに、悪性脳腫瘍組織において EGFR, PDGFRα, 
PDGFRβ, ERBB2, VEGFR1, VEGFR2, c-kit などの分子標的薬標的分子の発現が遺
伝子レベルまたはタンパク質レベルで報告されている(Koka et al., 2003, Biernat 
et al., 2004, Steiner et al., 2004, Joensuu et al., 2005, Haberler et al., 2006, Puputti et
al., 2006, Ranza et al., 2007)。我々の解析結果からも多くのこれらの膜タンパク質
発現は認められており、細胞膜上におけるタンパク質絶対発現量レベルで過去
の報告と一致する結果を得た。これら分子標的薬標的分子の中でも EGFR の遺
伝子増幅およびそれに伴うEGFRタンパク質過剰発現はGBMの特徴の一つとな
っていることが報告されている(Gan et al., 2013)。Table 3-3 に示す通り GBM 組
織の中の 85.7%において細胞膜上での EGFR タンパク質発現が認められており、
これまでの報告と一致する結果となっている。さらに、EGFR の発現が認められ
た組織の中でも 496 倍もの個人差が認められており、定量限界以下であった組
織も含めると EGFR 発現の個人差は少なくとも 2450 倍と非常に大きいことが示
唆された(Fig. 3-3)。本研究の結果から、これまでに発現が報告されている
PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2, VEGFR1, c-kit に関しては、EGFR と比較すると発現
の認められた組織の割合および発現量ともに低いが EGFR 同様に個人差が大き
いことが認められた(Table 3-3, Fig. 3-3)。従って、GBM 組織の細胞膜画分に発現
する主な分子標的薬標的分子は EGFR であり、絶対発現量も他の分子と比較し
て大きいことが示唆された。また、GBM 組織において EGFR に次いで発現頻度
が大きい標的分子は CD37 であった(72.7%)。CD37 は非ホジキンリンパ腫の悪性
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B 細胞に高発現することが報告されており(Deckert et al., 2013)、今回解析を行っ
た検体の中でも悪性リンパ腫検体である ML において非常に高発現しているこ
とが認められた(Table 3-2)。しかし、GBM 組織において CD37 が発現している
という報告はこれまでされておらず、悪性リンパ腫と比較すると発現量は低い
ものの GBM 組織で CD37 が発現していることが本研究によって初めて認められ
た。以上のように、悪性脳腫瘍組織における分子標的薬標的分子の絶対発現量
には大きな個人差があることが認められたことから、患者それぞれに対して有
効な分子標的薬は異なると考えられた。
GBM 組織検体間での増殖因子受容体発現プロファイルについて
これまでに、GBM は病理学的診断では同じ GBM であっても、GBM は primary 
GBMおよび secondary GBMの2 つのグループに分類されることが報告されてい
る。primary GBM は発症時から悪性度の高い GBM の性質を有して進行も早く、
中心部の壊死や病巣周囲の浮腫が MRI 上で典型的に観察され、GBM 患者の
80%がこれに該当する。secondary GBM は low-grade glioma から徐々に悪性度が
増し、およそ 1~10 年の期間を経て GBM に至った GBM である。これら primary 
GBM および secondary GBM では遺伝子発現プロファイルが異なり、primary 
GBM では EGFR 遺伝子増幅が、secondary GBM では PDGFRα 遺伝子増幅が認め
られることがこれまでに報告されている(Kleihues and Ohgaki, 1999, Puputti et al., 
2006)。また、GBMは遺伝子発現に基づいて 4グループ(Proneural, Neural, Classical, 
Mesenchymal)に分類されることも報告されている(Verhaak et al., 2010)。Fig. 3-2
に示す通り、GBM 患者を平均 EGFR 発現量で 2 グループに分割した場合、
PDGFRα 高発現は EGFR 低発現群に主に属する傾向が認められた。また、c-kit
の発現が認められる検体は PDGFRα の発現も認められた。実際に、PDGFRα の
発現が認められた GBM 患者では c-kit も共発現している傾向が認められること
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がすでに報告されている(Joensuu et al., 2005)。従って、今回の結果と過去の報告
を踏まえると PDGFRα の発現が認められる EGFR 低発現群に対しては c-kit に対
する分子標的薬も効果がある可能性がある。このように GBM と診断された場合
でも、各患者においてそれぞれ高発現している増殖因子受容体は異なることが
示唆された。Fig. 3-2 に示す通り、分子標的薬標的分子の発現から GBM を複数
の群に分類できる可能性があり、GBM の分類ごとに分子標的薬の選択を行うと
いう方針も考えられる。
悪性脳腫瘍組織の種類間における膜タンパク質発現量について
＜分子標的薬標的分子および標的候補分子発現の比較解析について＞
前述した通り悪性脳腫瘍組織における分子標的薬標的分子の発現には大きな
個人差が認められたが、悪性脳腫瘍の種類間におけるタンパク質発現の傾向を
調べた。Fig. 3-3 および Table 3-2 に示す通り、非腫瘍脳組織における分子標的薬
標的分子の発現は悪性脳腫瘍組織と比較して低発現していることが認められた。
このように、悪性脳腫瘍組織における標的分子の発現は主に腫瘍部位に認めら
れるため、これら標的分子は悪性脳腫瘍に対する分子標的療法の標的となり得
ることを示唆している。また、過去の報告で EGFR や PDGFRα 遺伝子発現は脳
腫瘍の grade が上がるにつれて増加する傾向があることが認められている
(Diedrich et al., 1995, Guha et al., 1995)。Fig. 3-3A, C に示す通り、WHO grade IV
の GBM 組織における EGFR および PDGFRα の発現は low-grade brain tumor 群と
比較して高い傾向にあり、細胞膜上のタンパク質レベルでこの報告と同様の傾
向を示している。一方で、ERBB2 は肺癌由来の転移性脳腫瘍で他の 3 群と比較
して有意に高発現していることが認められた(Fig. 3-3D)。また、原発巣が異なる
ために Fig. 3-2 には含めていないが、乳癌由来の転移性脳腫瘍である Meta29 で
は ERBB2 が 104 fmol/ug protein と非常に高発現しており、その値は GBM 組織の
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平均発現量(0.238 fmol/ug protein)の 437 倍となっている。ERBB2 は肺癌組織にお
いて発現が認められることが報告されており(Bellezza et al., 2013)、乳癌に関して
は多くの報告で ERBB2の過剰発現が認められている(Slamon et al., 2001, Dowsett 
et al., 2003, Rivenbark et al., 2013)。従って、これら転移性脳腫瘍における膜タン
パク質の発現は原発巣の性質を反映していると考えられる。
＜ABC トランスポーター発現の比較解析について＞
Fig. 3-4 に示す通り、ABC トランスポーター(MDR1, MRP1, MRP4, BCRP)に関
しては非腫瘍脳組織と比較して悪性脳腫瘍組織において up-regulation している
ことが認められた。第 2 章で述べた通り、これらのトランスポーターは抗癌剤
を細胞外へと排出して細胞内濃度を低下させることが報告されており、悪性腫
瘍の抗癌剤耐性化の原因タンパク質の一つとして考えられている(Szakacs et al., 
2006)。これらトランスポーターは分子標的薬の排出に関与することも報告され
ている。EGFR の tyrosine kinase inhibitor (TKI)である erlotinib および gefitinib は
BCRP によって細胞外へと排出されることが報告されており、BCRP 発現によっ
て erlotinib および gefitinib に対して耐性化することが報告されている(Li et al., 
2007, Lemos et al., 2009)。また、同様に TKI である imatinib や sunitinib, sorafenib
に関しても BCRP や MDR1 によって輸送されることが報告されている(Dai et al., 
2003, Burger et al., 2004, Hu et al., 2009, Lagas et al., 2010, Tang et al., 2012)。従って、
悪性脳腫瘍組織における標的分子の発現情報から分子標的薬の選択を行う際は
これら排出トランスポーターの発現量も考慮に入れる必要性があることが示唆
された。
これまでの報告で、MDR1 や BCRP は腫瘍部位と正常部位との発現差が認め
られないことや GBM 細胞株において MDR1 の発現は認められないといった報
告が存在する(Decleves et al., 2002, Peignan et al., 2011)。しかし、Fig. 3-4 に示す
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通り、細胞膜上のタンパク質発現レベルで非腫瘍脳組織と比較して高発現が認
められたことから、GBM 組織の細胞膜上にも MDR1 や BCRP は発現しているこ
とが示唆された。しかし、MDR1 および BCRP は脳毛細血管内皮細胞に発現し
ている分子でもある(Uchida et al., 2011)。従って、腫瘍細胞自体の細胞膜上に発
現している可能性以外にも、腫瘍内の血管密度が非腫瘍脳組織と比較して亢進
している結果、GBM 組織で up-regulation している可能性がある。一方で、MRP1
は血管特異的に発現している分子ではないため、腫瘍細胞自体で up regulation し
ていると考えられ、実際に GBM 組織を用いた免疫染色の結果 MRP1 は腫瘍部位
で強く染色され腫瘍周辺部位ではわずかに染色が認められたといった報告が存
在する(Peignan et al., 2011)。いずれにしても、これら排出トランスポーターは脳
腫瘍部位への薬物送達、および腫瘍細胞内への薬物送達の双方に影響を及ぼす
可能性がある。
＜SLC トランスポーター発現の比較解析について＞
Fig. 3-5Aに示す通りASCT2は非腫瘍脳組織と比較して腫瘍部位で高発現して
いることが認められた。過去の報告からも、high grade glioma 組織および転移性
脳腫瘍組織において ASCT2 は腫瘍部位に mRNA レベルで高発現していること
から ASCT2 は脳腫瘍の悪性化において重要な役割を担っている可能性がある
(Sidoryk et al., 2004)。また、今回の結果から ASCT2 は特に肺癌由来の転移性脳
腫瘍において高発現している傾向が認められた。正常マウスを用いた asct2 の
mRNA レベルでの組織分布の報告ではあるが、脳に発現が認められなかった一
方で肺に高発現が認められた(Utsunomiya-Tate et al., 1996)ことから、原発組織で
ある肺の性質を一部保持していた可能性がある。
悪性腫瘍の診断において PET 検査が行われている通り、腫瘍では GLUT1 が
高発現していることが報告されている(Chung et al., 1999, Riedl et al., 2007)。悪性
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脳腫瘍においても GLUT1 の発現は grade が上がるほど発現している割合が高く
なることが報告されており(Nishioka et al., 1992)、本研究の結果からも非腫瘍脳
組織と比較して GLUT1 発現量は腫瘍組織で高く、腫瘍組織においても low-grade 
brain tumor群と比較してGBM群において多少高発現している傾向が認められた
(Fig. 3-5B)。
現在、悪性脳腫瘍摘出時に腫瘍の位置を同定するため様々な手法が用いられ
ており、その中の一つの手法として 5-aminolevulinic acid (5-ALA)を使用した腫瘍
部位の可視化が行われている。脳腫瘍手術時に 5-ALA を投与すると腫瘍部位に
5-ALA が蓄積し、代謝を受けることで赤い蛍光を生じ、可視化が可能となる
(Coluccia et al., 2010)。この 5-ALA は PEPT2 の基質となり、PEPT2 を介して細胞
内へと取り込まれることが報告されている(Ocheltree et al., 2004)。Fig. 3-5E に示
す通り、悪性脳腫瘍患者において PEPT2 の発現が認められ、その発現量は非腫
瘍脳組織と比較して高発現している傾向が認められた。従って、投与された
5-ALA が PEPT2 によって腫瘍部位に取り込まれることによって可視化されてい
ると考えられる。しかし一方で、転移性脳腫瘍では半数以上の患者において
5-ALA による腫瘍部位の可視化がされないという報告もある(Miyatake et al., 
2009)。Fig. 3-5E に示す通り、肺癌由来の転移性脳腫瘍における PEPT2 発現量は
非腫瘍脳組織と同程度であることが、転移性脳腫瘍が 5-ALA によって可視化さ
れにくい原因の一つであると考えられる。Fig. 3-5A, D に示す通り、転移性脳腫
瘍ではASCT2やMCT4などが非腫瘍脳組織と比較して有意に高発現しているこ
とから、これらのトランスポーターの基質となるような可視化プローブが転移
性脳腫瘍の可視化に使用できる可能性がある。
Fig. 3-5F から MCT1 の発現は非腫瘍脳組織と比較して腫瘍組織で高発現して
おり、さらに腫瘍の grade が高い程高発現していることが認められ、これは免疫
染色を用いた過去の報告と傾向が一致している(Froberg et al., 2001)。さらに、Fig. 
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3-5D に示す通り MCT4 に関しても非腫瘍脳組織と比較して GBM で高発現して
いることが認められた。MCT1 の腫瘍組織内での局在についてであるが、MCT1
は腫瘍部位の中でも腫瘍と正常組織の境界部位に最も多く発現していることが
報告されている(Grillon et al., 2011)。また、これまでに低酸素条件下において
MCT4の発現上昇が認められることが報告されている(Ullah et al., 2006)。さらに、
MCT1 は多くの組織で発現している一方で、MCT4 は過剰に蓄積した乳酸を排出
する必要のある解糖系の亢進した組織に高発現していることが報告されている。
今回MCT1およびMCT4ともにGBM組織において発現が認められているため、
これらの報告から GBM 組織において低酸素条件下である腫瘍中心部位では
MCT4 が、周辺部位では MCT1 が発現している可能性がある。そして、低酸素
条件下にある腫瘍中心部で嫌気的解糖によって細胞内に蓄積した乳酸が MCT4
によって細胞外へと排出され、周辺部にある MCT1 発現腫瘍細胞がその乳酸を
エネルギー源として細胞内へと取り込むと考えられる。MCT1 発現細胞における
乳酸取り込み速度を上回る乳酸排出が腫瘍中心部の MCT4 発現細胞で行われた
場合、高濃度になった細胞外の乳酸によって pH が下がり癌細胞周辺の組織が損
傷を受け浸潤が促進されるという仮説が立てられる。このように今回 GBM 組織
において発現が認められた MCT1 および MCT4 は腫瘍の浸潤能を示す指標にな
る可能性がある。
＜その他の膜タンパク質発現の比較解析について＞
Fig. 3-6 は脳腫瘍の種類間におけるその他の膜タンパク質(Claudin5, JAM-A, 
β-catenin, PECAM1, γ-gtp, Na+/K+ ATPase)の発現分布の比較を示している。これら
の分子の中でも特に JAM-Aに関して肺癌由来の転移性脳腫瘍において顕著に高
発現していることが認められた。これまでは、GBMに関する報告ではないが tight 
junction の構成タンパク質の一つである JAM-A を knockdown することで細胞の
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浸潤能が増加するなど、JAM-A 発現の低下が腫瘍の悪性化に関与すると考えら
れてきた(Naik et al., 2008)。しかし逆に、近年の報告において JAM-A が高発現す
ることで腫瘍の浸潤能が高まり癌患者の予後が不良となることが複数報告され
ている(McSherry et al., 2009, Goetsch et al., 2013)。この理由として JAM-A 発現が
低下することで細胞遊走に関与する β1-integrin の発現が低下することが挙げら
れている(McSherry et al., 2009)。これらの報告は乳癌をベースにしたものではあ
るが、Fig. 3-6B に示す通り悪性脳腫瘍組織、特に肺癌由来の転移性脳腫瘍にお
ける JAM-A 発現量は非腫瘍脳組織と比較して高いこと、また、GBM は浸潤能
が非常に高いという性質を有していることから GBM に関しても同様のメカニ
ズムが関与している可能性はある。このように JAM-A は腫瘍の浸潤に関与して
いる可能性があり、悪性脳腫瘍組織(特に転移性脳腫瘍)において高発現している
ことから、JAM-A は分子標的療法における今後の標的分子となる可能性がある。
実際に JAM-Aを標的とした抗体が腫瘍の増殖を抑制したという報告が近年なさ
れており(Goetsch et al., 2013)、GBM において JAM-A が治療の標的となる可能性
は十分にあると考えられる。
同一患者の初発時および再発時における膜タンパク質発現変動について
Fig. 3-7 に示す通り、同一患者の初発時および再発時におけるタンパク質の発
現変動を解析したところ、多くは 2 倍以内の発現変動であることが認められた。
その一方で、2 倍以上再発時に up-regulation される分子や down-regulation される
分子も認められた。例えば、GBM89 における EGFR 発現が 130 fmol/ug protein
であったのに対し、再発後の Rec51 では 3.74 fmol/ug protein と再発前の 2.87%に
まで発現量が低下してしまった例も認められた(Fig. 3-7E, Table 3-2)。しかし、
今回の結果から再発時に多くの患者で共通した変動を示す分子は特に存在せず、
過去の報告においても再発時における分子変動に関しては報告間で一致した結
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果とはなっていない(Berens et al., 1996, Stark et al., 2003, Puputti et al., 2006)。また、
初発組織摘出時から再発組織摘出を行う間には、通常放射線療法や化学療法を
行っていることが多い。過去の報告では放射線照射によって EGFR 発現量が増
加することが認められており、放射線照射に加えて temozolomide 処理によって
トランスポーターの発現も変動することが認められている(Trog et al., 2005, 
Fedrigo et al., 2011)。今回解析を行った各患者において発現変動が認められた分
子は放射線療法や temozolomide 投与による影響である可能性もある。このよう
に、同一患者であっても再発後に各膜タンパク質の発現変動が認められる例も
認められたことから、再発後に分子標的療法を行う場合には可能であれば再発
後組織における膜タンパク質発現情報に基づいて行うことが望ましいと考えら
れる。また、特に膜マーカータンパク質である Na+/K+ ATPase の発現量は Fig. 3-7
に示す患者全てで 2 倍以内の発現変動であった。同じバックグラウンドの組織
であると考えられる同一患者の初発時および再発時の組織において Na+/K+
ATPase の発現が同程度であったことから、これら各組織から調製した細胞膜画
分の純度には問題は無いと考えられる。一方で、Fig. 3-1 に示す通り今回解析を
行った検体において組織量と細胞膜画分回収量との間に相関性は認められない
が、これは各摘出組織の状態が患者ごとに異なっていたからであると考えられ
る。
同一患者の腫瘍部位および非腫瘍部位における膜タンパク質発現について
前述した通り、悪性脳腫瘍組織の細胞膜上における分子標的薬標的分子や
ABC トランスポーターの発現は非腫瘍脳組織と比較して up-regulation している
ことが認められた。これは本研究で解析を行った全ての検体の傾向として認め
られたことであるが、一方で、同一患者の腫瘍部位と正常部位での各膜タンパ
ク質の発現に関しても解析を行った(Fig. 3-8)。同一患者の正常部位と比較して腫
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瘍部位において2倍以上up-regulationしている分子が多く認められ悪性脳腫瘍組
織全体の傾向と一致した。しかし、low-grade glioma である DA27 (WHO grade II)
においては該当正常脳組織である NB40 と比較して大きな発現変動は認められ
なかったことから(Fig. 3-8G)、悪性脳腫瘍の grade が高いほど正常脳組織との膜
タンパク質発現量の up-regulation が認められることが示唆された。
GBM 検体における膜タンパク質発現量と予後指標との関係について
これまでに、EGFR や PDGFRα, c-kit などの遺伝子増幅が認められた GBM を
含む悪性脳腫瘍患者は予後不良となることが報告されている(Shinojima et al., 
2003, Puputti et al., 2006)。しかし、一方で glioma 全体では EGFR 遺伝子増幅が認
められるほど予後が不良であるが、GBM 患者に限ると EGFR 遺伝子の増幅に関
わらず予後の違いは認められないとの報告もされている(Diedrich et al., 1995)。ま
た、免疫染色による PDGFRα および PDGFRβ のタンパク質発現と GBM 患者の
生存率との間に相関性は認められないという報告もされている(Haberler et al., 
2006)。このように、これまでの報告で分子標的薬標的分子発現と予後との関係
性について統一した見解が得られていないため、GBM 組織の細胞膜上における
各膜タンパク質のタンパク質レベルでの絶対発現量と予後との相関性を解析し
たが、発現量と予後との間に高い相関性の認められる分子は存在しなかった
(Table 3-4)。
同一患者の MRI 造影および非造影領域における膜タンパク質発現について
分子標的薬を含めた抗癌剤の薬効を考えるにあたり、悪性腫瘍の heterogeneity
に関しても着目する必要性がある。悪性脳腫瘍の腫瘍中心部位では血液脳関門
が破綻していることが報告されている(Long, 1970, Jain et al., 2007)。しかし、悪
性脳腫瘍の腫瘍周辺部位は MRI 非造影領域となっており、この領域では造影剤
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であるガドリニウムが血管外へ漏出していないと考えられる。そのため、悪性
脳腫瘍の腫瘍周辺部位は血液脳関門が完全には破綻していない可能性があり、
抗癌剤が腫瘍部位に到達していない可能性がある。従って、抗癌剤薬効を考え
るうえで、MRI 非造影領域での膜タンパク質発現についても考慮に入れる必要
性があると考えられる。そこで、同一患者の MRI 造影領域および非造影領域に
おける膜タンパク質発現量の比較解析を行った(Fig. 3-9)。結果、分子標的薬の標
的分子である EGFR に関しては MRI 造影に関わらずほぼ同程度の発現であり、
分子標的薬のターゲット分子発現に関しては MRI 造影に影響を受けない可能性
がある。また、MRI 非造影領域において血液脳関門が完全には破綻していない
と仮定すると、MDR1, BCRP, claudin5 などの血液脳関門に発現している分子の発
現量は MRI 非造影領域(Rec53/MRI-)で高いと予想されたが、これら分子は MRI
造影領域(Rec53/MRI+)において 2 倍以上高い発現量であることが認められた。
これらの分子は脳毛細血管内皮細胞に発現していることから、MRI 造影領域の
組織検体(Rec53/MRI+)における血管密度が高かったことで予想に反する結果に
なった可能性が原因の一つとして考えられる。従って、腫瘍組織全体のみでは
なく、腫瘍血管における膜タンパク質の発現解析を行うことも抗癌剤薬効の個
人差を明らかにするうえで重要であると考えられる。
以上、第 3 章の結論として、悪性脳腫瘍組織における複数膜タンパク質の同
時絶対定量を行うことで、複数の増殖因子受容体が悪性脳腫瘍における分子標
的治療のターゲット候補分子となり得ることが認められた。また、発現してい
る分子の種類のみならず、分子標的薬標的分子やトランスポータータンパク質
の細胞膜上での発現量には非常に大きな個人差が存在することも認められた。
従って、これらの膜タンパク質発現の個人差が薬剤感受性変動の要因となって
いると考えられ、悪性脳腫瘍に対する個別化治療の必要性が示唆された。また、
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MCT1, MCT4, JAM-A などが悪性脳腫瘍の浸潤能に関与している可能性があり、
これらのタンパク質が新しい創薬ターゲット候補となる可能性がある。これら
の知見は定量的標的プロテオミクスの手法に基づく悪性脳腫瘍における複数膜
タンパク質の同時絶対定量が悪性脳腫瘍の今後の効果的な治療法の確立に新た
な可能性を切り開くと考えている。
なお、本研究の結果から悪性脳腫瘍患者に対して有効であると考えられる分
子標的薬を選択し、個別化分子標的療法を行った症例を紹介する。悪性髄膜腫(退
形成髄膜腫)組織検体である AM2 は PDGFRβ (2.16 fmol/μg protein)の発現が認め
られた(Table 3-2)。Table 3-3 に示すように PDGFRβ 発現の中央値は定量限界以
下、さらに全ての悪性脳腫瘍組織検体の中での PDGFRβ 発現陽性率は 9.76%で
あることから、この患者は PDGFRβ が高発現しているまれな症例であることが
認められた。AM2 は術後 3 か月で再発し、放射線治療も効果がみられず髄腔内
播種をきたした患者である。手術および放射線治療は不可能であり化学療法に
よる治療を検討していたが、確立した化学療法が無い状況であった。Sunitinib
は PDGFRβ や VEGFR などを標的分子とする多標的分子標的薬であり、imatinib
抵抗性の消化管間質腫瘍、および根治切除不能または転移性の腎細胞癌の治療
に適応が認められている(Sulkes, 2010)。そこで、本定量結果を基に金沢大学医学
系研究科の倫理委員会承認のもと sunitinib (Sutent®)を用いた臨床試験を金沢大
学大学院医学系研究科 脳・脊髄機能制御学 濱田潤一郎 教授および中田光俊
講師によって実施された。Sunitinib を 1 日 1 回 25 mg を 28 日間連日経口投与し
たところ、sunitinib の投与を開始して 2 週間で MRI 上において腫瘍組織の十分
な壊死が認められた(Yoshikawa et al., 2012)。この症例における臨床試験の結果か
ら、膜タンパク質定量解析結果に基づく個別化分子標的療法が有効であること
が示された。
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第 4 章 悪性脳腫瘍 xenograft における分子標的薬感受性に対する膜タンパク質
発現量の影響
第 1 節 序論
現在、腫瘍細胞の分子標的薬への感受性解析には主に in vitro 系培養細胞株が
使用されている。しかし、in vitro 系培養細胞株は実際の in vivo ヒト悪性腫瘍組
織の性質を完全には反映しておらず、ヒト悪性腫瘍の薬剤感受性を解析するた
めの最適なモデルとは言い難い。米国 Mayo Clinic ではヒト GBM 患者から摘出
した GBM 組織をヌードマウスへと接種することで GBM xenograft line を作成す
ることに成功している(Carlson et al., 2011)。この GBM xenograft line を用いるこ
とで in vitro 系培養細胞株と比較してよりヒト in vivo を反映した解析を行うこと
が可能になると考えられ、実際に GBM xenograft line の薬剤感受性と発現分子と
の比較解析も複数行われている(Sarkaria et al., 2007, Yang et al., 2008)。従って、
定量的標的プロテオミクスを用いて複数の膜タンパク質の絶対発現量を得るこ
とでより正確な薬剤感受性と発現分子との比較解析ができると考えられ、GBM
治療における薬剤選択の幅を拡大することが期待される。
本研究で用いた 6 種類の GBM xenograft line の検体情報を Table 4-1 に示す。
なお、これらの検体に関しては米国 Mayo Clinic, Department of Radiation Oncology
の Jann N. Sarkaria, M.D.から提供を受けた。それぞれの検体において MGMT
(O6-methylguanine-DNA-methyltransferase)プロモーター領域のメチル化状態、
EGFR および PTEN のタンパク質発現 (western blotting)、4 種類の抗癌剤
(temozolomide, bevacizumab, erlotinib, everolimus)に対する感受性がすでに明らか
となっている。なお、抗体医薬である bevacizumab 以外の 3 種類の抗癌剤
(temozolomide, erlotinib, everolimus)に関しては Fig. 4-1 にそれぞれの構造式を示
した。
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現在、GBM に対する化学療法の第一選択薬としてアルキル化剤である
temozolomide が使用されており、temozolomide は GBM 治療において放射線療法
との併用で初めて放射線療法単独時と比較して優れた効果を示した薬剤である
(Stupp et al., 2005)。これまでの報告で MGMT プロモーター領域のメチル化症例
では temozolomide 感受性となることが分かっており、MGMT のメチル化状態は
実際の臨床での temozolomide に対する効果の予測に用いられている(Hegi et al., 
2005)。今回の 6 検体においても、MGMT メチル化が認められる検体(MayoGBM8, 
MayoGBM12, MayoGBM22, MayoGBM39)は temozolomide 感受性であり、これら
の検体に対しては first line の治療が有効であることになる(Table 4-1)。しかし、
一方で MayoGBM6 および MayoGBM10 に関しては temozolomide に対する効果
が認められないため、早急にその他の治療法を行う必要性がある。特に、
MayoGBM6 に関しては Table 4-1 に示した抗癌剤全てに対して耐性であるため、
定量的標的プロテオミクスによる膜タンパク質発現解析を行うことで分子標的
療法のターゲット候補分子を同定し、その分子に対する分子標的薬を用いた化
学療法を行うことが重要な課題である。さらに、MayoGBM6 以外の検体に関し
ても Table 4-1 で感受性を示している薬剤の投与を続けた結果耐性化し腫瘍が再
発する可能性も否定できない。従って、再発後に有効な分子標的療法の提案を
行うためにも、分子標的療法のターゲット候補分子を同定することは重要であ
ると考えられる。
また、近年再発 GBM に対する治療薬として VEGF に対する抗体医薬である
bevacizumab が適応となり、GBM に対して初めて適応となった分子標的薬とし
て使用されている(Bai et al., 2011, Agnihotri et al., 2013)。しかし、bevacizumab は
直接の標的である VEGF の発現に基づいて投与されている訳では無く、今回用
いた 6 検体においても耐性検体が存在する(Table 4-1)。従って、より効率的な
bevacizumab 療法を考えた場合、膜タンパク質等の発現量から bevacizumab 感受
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性個人差の原因となり得る因子を明らかにすることが必要であると考えられる。
第 3 章の結果から、GBM 検体において EGFR が高頻度に発現しており個人差
も非常に大きいことが認められたため、GBM に対する新たな分子標的療法のタ
ーゲットとして EGFR が一つの選択肢として挙げられる。今回用いた 6 検体は
EGFRに対する分子標的薬である erlotinibに対する感受性が明らかとなっている
ため(Table 4-1)、erlotinib 感受性個人差に関与する因子を明らかにすることで
erlotinib を用いた化学療法の可能性を高めることができると考えられる。
従って、本章では、米国 Mayo Clinic から提供して頂いた GBM xenograft line
を用いて複数膜タンパク質の発現解析を行い、分子標的療法のターゲット候補
分子を同定することを目的とした。また、膜タンパク質発現量と抗癌剤感受性
との比較解析を行うことで、抗癌剤感受性変動の要因を解明することも目的と
した。なお、本研究は東北大学大学院薬学研究科および米国 Mayo Clinic の倫理
委員会の承認のもと行った。
Table 4-1 Sample information of each GBM xenograft line
Mayo
GBM6
Mayo
GBM8
Mayo
GBM10
Mayo
GBM12
Mayo
GBM22
Mayo
GBM39
Expression status
MGMT methylation - + - + + +
EGFR + + - + - +
PTEN + - - + + +
Sensitivity to drugs (Sen.: sensitive, Res.: resistant)
Temozolomide
(Alkylating agent)
Res. Sen. Res. Sen. Sen. Sen.
Bevacizumab
(VEGF inhibitor)
Res. Sen. Sen. Sen. Res. Res.
Erlotinib
(EGFR inhibitor)
Res. Res. Res. Sen. No data Sen.
Everolimus
(mTOR inhibitor)
Res. Res. Sen. Res. Sen. Res.
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Fig. 4-1 Structure of three anticancer drugs (temozolomide, erlotinib, everolimus)
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第 2 節 結果
4-2-1. 悪性脳腫瘍 xenograft における膜タンパク質発現
定量的標的プロテオミクスの手法を用いた複数膜タンパク質の絶対発現量解
析を行うに先立ち、Table 4-1 に示した 6 症例の GBM xenograft line から摘出した
組織検体から plasma membrane fraction を調製した。ホモジナイズ法によって組
織破砕を行った後にスクロース密度勾配遠心法(第 8 章 実験方法参照)を用いて
湿重量 427-694 mg (平均 590 mg)の組織検体から 159-501 μg protein (平均 329 μg 
protein)の plasma membrane fraction を得た。
本章の研究では、15 種類の分子標的薬標的分子あるいはその候補分子、4 種
類の APC トランスポーター、細胞膜マーカー分子(Na+/K+ ATPase)を発現解析の
対象分子とした。各組織検体から調製した plasma membrane fraction を用いてこ
れら膜タンパク質の発現解析を行った結果、EGFR, PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2, 
MRP1, MRP4, BCRP, Na+/K+ ATPase の発現が認められた(Table 4-2)。なお、Table 
4-2 で*を付けた定量値は各測定で設定した 4 つの SRM/MRM transition のうち 2
つの SRM/MRM transition でピークが検出されたものであり、信頼性に劣る定量
値として記載している。また、EGFR, MRP1, MRP4 に加え、細胞膜マーカータ
ンパク質である Na+/K+ ATPase に関しては全ての検体で発現が認められた(Table 
4-2)。
第 3章の結果でGBM組織検体において高頻度で発現が認められたEGFRに関
しては、解析を行った 6 検体の GBM xenograft line 全てにおいて発現が認められ、
6 検体間での発現量差は 33.4 倍(7.33-245 fmol/μg protein)であった(Table 4-2)。
EGFR 以外の分子標的薬標的分子としては PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2 の発現が
認められた。PDGFRα は MayoGBM22 を除く 5 種類の検体で発現が認められ、
その中でもMayoGBM12は 8.30 ± 0.37 fmol/μg proteinと最も高発現していること
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が認められた(Table 4-2)。さらに、PDGFRβ は 3 検体、ERBB2 は 4 検体の GBM 
xenograft において発現が認められたが、これら PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2 に関
しては絶対発現量としては EGFR と比較すると低い値であった。ABC トランス
ポータータンパク質に関してはMDR1を除いた 3分子(MRP1, MRP4, BCRP)の発
現が認められた。MRP1, MRP4, BCRP の検体間における発現量に大きな個人差
は認められなかったが、MayoGBM22 のみ MRP1 が他の検体と比較して比較的
高発現(4.19 ± 0.26 fmol/μg protein)していた(Table 4-2)。
Table 4-2 Expression of membrane proteins in plasma membrane fraction of six 
GBM xenograft lines
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Each 
value represents the mean ± S.E.M. (n=2-8 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means 
“under limit of quantification” and the value in brackets following U.L.Q. represents the 
value of the quantification limit (fmol/ug protein). *The reliability of the calculated 
values was considered to be lower than other detected molecules, since only two among 
four SRM/MRM transitions gave the detectable peaks over 5,000 counts.
**Quantitative value under zero
MayoGBM6 MayoGBM8 MayoGBM10 MayoGBM12 MayoGBM22 MayoGBM39
Target proteins for molecular-targeted drugs
EGFR-all 76.5 ± 0.9 245 ± 5 7.33 ± 0.49 21.0 ± 1.1 10.0 ± 1.2 161 ± 9
EGFR-WT,v2~5 (A) 80.8 ± 2.1 227 ± 6 10.6 ± 0.2 32.5 ± 1.3 13.7 ± 0.3 167 ± 2
EGFR-WT,v245 (B) 7.15 ± 0.45 167 ± 2 11.0 ± 0.4 25.9 ± 1.0 12.1 ± 0.9 10.5 ± 1.1
EGFRvIII (= A - B) 73.7 59.3 - ** 6.57 1.60 157
EGFR L858R Wild type 53.4 ± 2.2 154 ± 5 5.96 ± 0.23 18.0 ± 1.0 7.15 ± 0.49 111 ± 5
EGFR L858R Mutant U.L.Q. (<0.0174) U.L.Q. (<0.0175) U.L.Q. (<0.0181) U.L.Q. (<0.0217) U.L.Q. (<0.0162) U.L.Q. (<0.0192)
PDGFRα 3.62 ± 0.37 0.412 ± 0.108 * 1.10 ± 0.20 8.30 ± 0.37 U.L.Q. (<0.0781) 0.412 ± 0.041
PDGFRβ 0.748 ± 0.141 * U.L.Q. (<0.112) 1.77 ± 0.09 U.L.Q. (<0.108) 1.60 ± 0.19 U.L.Q. (<0.131)
ERBB2 0.568 ± 0.089 * 0.847 ± 0.019 * 0.973 ± 0.111 U.L.Q. (<0.342) 0.409 ± 0.053 * U.L.Q. (<0.383)
VEGFR1 U.L.Q. (<0.0933) U.L.Q. (<0.0846) U.L.Q. (<0.0827) U.L.Q. (<0.102) U.L.Q. (<0.0934) U.L.Q. (<0.102)
VEGFR2 U.L.Q. (<0.515) U.L.Q. (<0.516) U.L.Q. (<0.483) U.L.Q. (<0.477) U.L.Q. (<0.488) U.L.Q. (<0.532)
FLT3 U.L.Q. (<0.0421) U.L.Q. (<0.0406) U.L.Q. (<0.0421) U.L.Q. (<0.0402) U.L.Q. (<0.0430) U.L.Q. (<0.0438)
CD33 U.L.Q. (<0.121) U.L.Q. (<0.0958) U.L.Q. (<0.0548) U.L.Q. (<0.114) U.L.Q. (<0.125) U.L.Q. (<0.123)
CD37 U.L.Q. (<0.336) U.L.Q. (<0.334) U.L.Q. (<0.342) U.L.Q. (<0.325) U.L.Q. (<0.365) U.L.Q. (<0.343)
c-kit U.L.Q. (<0.271) U.L.Q. (<0.285) U.L.Q. (<0.261) U.L.Q. (<0.271) U.L.Q. (<0.247) U.L.Q. (<0.247)
ABC transporter proteins
MDR1 U.L.Q. (<0.0416) U.L.Q. (<0.0406) U.L.Q. (<0.0391) U.L.Q. (<0.0323) U.L.Q. (<0.0426) U.L.Q. (<0.0434)
MRP1 0.669 ± 0.034 * 0.261 ± 0.074 * 0.747 ± 0.058 1.41 ± 0.04 4.19 ± 0.23 0.764 ± 0.119 *
MRP4 0.833 ± 0.017 * 0.371 ± 0.033 0.891 ± 0.060 0.972 ± 0.050 * 0.794 ± 0.034 0.902 ± 0.017
BCRP 1.64 ± 0.07 1.47 ± 0.03 0.899 ± 0.011 * 1.45 ± 0.07 U.L.Q. (<0.192) 0.736 ± 0.022 *
Membrane marker proteins
Na+/K+ ATPase 50.1 ± 1.4 66.9 ± 2.9 30.4 ± 1.5 36.0 ± 1.3 63.8 ± 1.3 43.6 ± 1.1
Quantitative value in plasma membrane fraction (fmol/ug protein)
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4-2-2. 悪性脳腫瘍 xenograft における EGFR 変異体発現
第 3 章の結果から、GBM 検体において EGFR が高頻度に発現しており個人差
も非常に大きいことが認められたが、その発現量と予後指標との間に相関性は
認められなかった(Table 3-4)。EGFR の細胞外領域の一部である exon2-7 を欠失
した splicing variant である EGFRvIII は GBM 患者の 27%において発現が認めら
れ、EGFRvIII を発現している GBM 患者は EGFRvIII の発現が認められない患者
と比較して予後が不良であることが報告されている(Biernat et al., 2004)。また、
EGFRに対する分子標的薬である erlotinibに対して感受性となるためには少なく
とも EGFRvIII の発現が必要であるとの報告もされている(Mellinghoff et al., 
2005)。そこで、erlotinib 感受性を考えるにあたり EGFRvIII に関しても定量対象
に含める必要性があると考えられたが、第 8 章 実験方法に示すペプチド選択ク
ライテリア(153 ページ)に基づいた場合、EGFRvIII 特異的に認識するペプチドプ
ローブの設計は行えなかった。従って、以下に示す方法で EGFRvIII の発現量を
間接的に測定した。まずは、①EGFR wild type および EGFRvII~V を認識するペ
プチドプローブである EGFR-WT,vII~V、そして EGFR wild type および EGFRvII,
IV, V を認識するペプチドプローブである EGFR-WT,vII,IV,V それぞれを用いて
定量値を算出し、②以下に示す式に基づき間接的に EGFRvIII の定量値を算出す
ることとした。
EGFRvIII = (EGFR-WT,vII~V の定量値) － (EGFR-WT,vII,IV,V の定量値)
これら EGFRvIII 定量用ペプチドの発現解析を行った結果、EGFR-WT,vII~V お
よび EGFR-WT,vII,IV,V ともに 6 検体全ての GBM xenograft line で発現が認めら
れた(Table 4-2)。これら 2 つのペプチドプローブを用いて EGFRvIII の発現量を
算出した結果、MayoGBM10 を除いて EGFRvIII が発現していることが認められ
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た(Table 4-2)。EGFRvIII の発現が認められた検体の中では、EGFRvIII の発現量
は 1.60~157 fmol/μg protein と大きな検体差が認められた(Table 4-2)。また、
EGFR-all 発現量に対する EGFRvIII 発現量の比を求めることで、EGFRvIII の
EGFR 全体の発現量に占める割合を算出した。Table 4-3 に示す通り、MayoGBM6
および MayoGBM39 に関しては EGFR-all 発現に対する EGFRvIII の発現割合が
それぞれ 96.3%および 97.5%であり、発現している EGFR のほぼ全量が EGFRvIII
であることが認められた。一方で、MayoGBM8, MayoGBM12, MayoGBM22 の 3
検体に関しては EGFRvIII の発現割合が 16.0~31.4%であり、EGFRvIII の EGFR
全体に占める割合はMayoGBM6および MayoGBM39と比較して低いことが示唆
された(Table 4-3)。また、MayoGBM10 に関しては 2 つのペプチドプローブの差
がマイナスの値となったことから EGFRvIII の発現は認められないと考えられた。
Table 4-3 Expression ratio of EGFRvIII to EGFR-all in plasma membrane fraction 
of six GBM xenograft lines
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Each 
value represents the mean ± S.E.M. (n=2-8 SRM/MRM transitions). EGFRvIII = 
(EGFR-WT,vII~V) – (EGFR-WT,vII,IV,V), *Each value was not calculated because 
quantitative value of EGFRvIII was under zero.
Expression ratio (%)
EGFR-all EGFRvIII (EGFRvIII/EGFR-all)
MayoGBM6 76.5 ± 0.9 73.7 96.3
MayoGBM8 245 ± 5 59.3 24.2
MayoGBM10 7.33 ± 0.49 - * - *
MayoGBM12 21.0 ± 1.1 6.57 31.4
MayoGBM22 10.0 ± 1.2 1.60 16.0
MayoGBM39 161 ± 9 157 97.5
Quantitative value (fmol/ug protein)
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EGFR に対する分子標的薬は前述した erlotinib に加えて gefitinib も存在する
(Fig. 4-2)。これまでに非小細胞肺癌患者における gefitinib 感受性変異である
EGFR 変異体として 858 番目の leucine が arginine に変異した EGFR L858R が報
告されており(Paez et al., 2004)、EGFR に対する分子標的薬の感受性を解析する
上で重要な変異体であると考えられる。そこで、Fig. 4-3 に示すペプチドプロー
ブを用いてGBM xenograft lineにおけるEGFR L858Rの発現解析を行った。EGFR 
L858R を認識するペプチドプローブである EGFR L858R Mutant の発現は 6 検体
全ての GBM xenograft line で認められず、wild type のみを認識する EGFR L858R 
Wild Type は全ての GBM xenograft line で認められた(Table 4-2)。従って、これら
GBM xenograft line における EGFR L858R 発現に関しては wild type の発現である
ことが示唆された。
Fig. 4-2 Structure of gefitinib (EGFR inhibitor)
Fig. 4-3 Peptide probe for quantification of EGFR L858R
EGFR L858R Wild Type
>>> Peptide probe recognizing expression of EGFR L858R Wild Type (858Leucine)
EGFR L858R Mutant
>>> Peptide probe recognizing expression of EGFR L858R Mutant (858Arginine)
Peptide Sequence: ITDFGLAK
Peptide Sequence: ITDFGR
858
858
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4-2-3. 悪性脳腫瘍 xenograft における膜タンパク質発現と抗癌剤感受性比較
6 検体の GBM xenograft line における EGFR 関連分子の発現 (EGFR-all および
EGFRvIII 発現量、EGFRvIII 発現割合)と各種抗癌剤(erlotinib, temozolomide, 
everolimus, bevacizumab)に対する薬剤感受性との比較解析結果を Fig. 4-4 に示す。
耐性 GBM xenograft line と感受性 GBM xenograft line との間に有意な発現量差が
認められたものは存在しなかった。しかし、有意な発現量差は認められなかっ
たものの、everolimus (mTOR inhibitor)耐性である GBM xenograft line において
EGFR および EGFRvIII が高発現している傾向が認められた。
Fig. 4-4 Comparison between EGFR/EGFRvIII expression levels and sensitivity to 
anti-cancer drugs
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Sen.: 
Sensitive, Res.: Resistant.
0
20
40
60
80
100
0
20
40
60
80
100
0
20
40
60
80
100
0
100
200
300
0
100
200
300
0
50
100
150
200
0
20
40
60
80
100
0
50
100
150
200
0
50
100
150
200
0
50
100
150
200
0
100
200
300
0
100
200
300
Q
ua
nt
ita
tiv
e 
va
lu
e 
(f
m
ol
/u
g
pr
ot
ei
n)
Sen. Res. Sen. Res.Sen. Res. Sen. Res.
Sen. Res. Sen. Res.Sen. Res. Sen. Res.
Sen. Res. Sen. Res.Sen. Res. Sen. Res.
Sensitivity to anti-cancer drugs
Erlotinib Temozolomide Bevacizumab
E
G
FR
vI
II
(%
 o
f E
G
FR
-a
ll)
EGFR-all
EGFRvIII
EGFRvIII (%)
12
39
8
10
6
12
39
8
10
6
22 12
39
8
10
6
22 12
39
8
10
6
22
12
39
8
10
6
12
39
8
10
6
22 12
39
8
10
6
22 12
39
8
10
6
22
12
39
8
10
6
12
39
8
10
6
22
12
39
8
10
6
22
12
39
8
10
6
22
Everolimus
97
6 検体の GBM xenograft line における PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2 の発現量と各
種抗癌剤(erlotinib, temozolomide, everolimus, bevacizumab)に対する薬剤感受性と
の比較解析結果を Fig. 4-5 に示す。耐性 GBM xenograft line と感受性 GBM 
xenograft line との間に有意な発現量差が認められたものが一部存在した。
Everolimus 感受性 GBM xenograft line では耐性 GBM xenograft line と比較して
PDGFRβ が有意に高発現しており、一方で、erlotinib 耐性 GBM xenograft line で
は感受性 GBM xenograft line と比較して ERBB2 が有意に高発現していた。
Fig. 4-5 Comparison between expression levels of membrane receptor proteins and 
sensitivity to anti-cancer drugs
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Sen.: 
Sensitive, Res.: Resistant. *p<0.05, **p<0.01
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第 3 節 考察
本章 第 1 節で述べた通り、MayoGBM6 に関しては temozolomide, bevacizumab, 
erlotinib, everolimus のいずれの抗癌剤に対しても耐性であることが分かってい
る(Table 4-1)。他の GBM xenograft line はそれぞれ少なくとも 1 種類は感受性で
ある抗癌剤が存在するため、これらの xenograft line に対する第一選択薬は少な
くとも決定できると考えられる。しかし、Table 4-1 の情報のみでは MayoGBM6
に対して感受性を示す抗癌剤の選択はできず、化学療法が行えない可能性があ
る。そこで、Table 4-2 に示す膜タンパク質発現解析結果に基づき分子標的薬の
選択ができるかどうかを考察した。Table 4-2 に示す通り、MayoGBM6 の plasma 
membrane fraction において EGFR の他に PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2 の発現が認
められた。これら受容体タンパク質の中でも特に PDGFRα に関しては高発現
(3.62±0.37 fmol/ug protein)が認められ、PDGFRα に対する分子標的薬である
sunitinib および sorafenib が MayoGBM6 に対して有効である可能性がある。なお、
sunitinib および sorafenib は PDGFRe など多数の標的分子を有する多標的阻害薬
であり、その構造式を Fig. 4-6 に示す。このように、定量的標的プロテオミクス
を用いて複数の受容体タンパク質等の発現解析を行うことによって、分子標的
薬選択の幅の拡大が行えることが示唆された。
Fig. 4-6 Structure of sunitinib and sorafenib
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近年再発 GBM に対して分子標的薬である bevacizumab が適応され、GBM に
対する初の分子標的薬として注目されている。これまでに、bevacizumab 臨床試
験において irinotecan との併用で無増悪生存期間を延長させることが報告されて
いる(Bai et al., 2011, Agnihotri et al., 2013)。この bevacizumab は VEGF に対する抗
体医薬であり、VEGF を中和することで VEGFR を介した増殖シグナル (血管新
生シグナル)を阻害することで抗腫瘍増殖効果を発揮することが知られている。
そのため、bevacizumab 感受性となるには少なくとも VEGFR の発現が必要であ
ると考えられたが、今回発現解析を行った 6 種類全ての GBM xenograft line 
plasma membrane fraction において、VEGFR1 および VEGFR2 の発現はともに定
量限界以下であった(Table 4-2)。これまでの報告では、VEGFR1 および VEGFR2
の発現が認められた GBM 患者のうち一部の患者では腫瘍血管のみに発現が認
められ、他の患者では腫瘍血管だけではなく腫瘍細胞本体でも発現が認められ
ている(Steiner et al., 2004)。従って、今回解析を行った検体における VEGFR の
発現が腫瘍血管のみに発現していた場合、腫瘍全体から調製した plasma 
membrane fraction では VEGFR の検出が困難である可能性がある。この場合、ま
ず腫瘍組織から腫瘍血管を単離し、さらに単離した血管から plasma membrane 
fraction を調製する必要がある。また、bevacizumab の直接の標的分子は VEGF
であるため、これらの検体における VEGF の発現解析をすることによって
bevacizumab感受性に対するVEGFの関与を明らかにすることもできると考えら
れる。また、Fig. 4-4 および Fig. 4-5 に示す通り今回発現が認められた EGFR, 
PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2発現量に関してはそれぞれ bevacizumab感受性と相関
性を示さないが、これらの分子は VEGF を起点とするシグナルに直接関与する
分子ではないことから相関性を示していないと考えられる。
第 3 章の結果から、悪性脳腫瘍患者から摘出した組織検体において EGFR が
高頻度で発現していることが認められており、悪性脳腫瘍患者に対する分子標
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的療法の主なターゲット分子として EGFRが挙げることができると考えられる。
Table 4-1に示す通り、GBM xenograft lineのうちMayoGBM10およびMayoGBM22
は western blot 法によって EGFR 発現が陰性であり、その他の MayoGBM6, 
MayoGBM8, MayoGBM12, MayoGBM39は EGFR発現が陽性であることが報告さ
れている(Sarkaria et al., 2007)。Table 4-2 に示す通り、western blot 法で EGFR 陰
性となった群と比較して EGFR 陽性となった群では EGFR 絶対発現量が高い傾
向にあることが認められた。また、MayoGBM10 および MayoGBM22 に関して
は western blot 法では陰性となっていたが、本研究の解析から EGFR 陽性群
(western blot 法)と比較して低い発現ではあるが EGFR の発現は認められた。さら
に、GBM10 における EGFR 発現量は 7.33±0.49 fmol/ug protein であり、GBM22
は 10.0±1.2 fmol/ug protein となっていることから、Western blotting で陰性と判断
された xenograft line においても LC-MS/MS を用いることによって定量値を算出
可能であることが示された。一方で、western blot 法での EGFR 陽性群に関して
は LC-MS/MS を用いた解析結果から検体間の EGFR 発現量に 11.7 倍(21.0~245 
fmol/μg protein)もの検体間差が認められ、LC-MS/MS を用いることで検体間の発
現量差をより詳細に求めることができることが示唆された。
前述した通り、第 3 章の結果から悪性脳腫瘍患者に対する分子標的療法の主
なターゲット分子として EGFR が挙げられたため、EGFR に対する分子標的薬で
ある erlotinib 感受性と EGFR 発現量との比較解析を行った。Erlotinib は EGFR の
tyrosine kinase inhibitor (TKI)であり、erlotinib が薬効を示すためには少なくとも
EGFR の発現が認められる必要がある。解析を行った 6 種類の GBM xenograft line
全てにおいて EGFR の発現は認められたが、MayoGBM10 に関しては 6 検体の中
で最も EGFR 発現量が低く(7.33±0.49 fmol/μg protein)、さらに EGFRvIII の発現
は認められなかった(Table 4-2)。MayoGBM10 は erlotinib に対して耐性であり、
これは EGFR が他の検体と比較して低発現していることが erlotinib の薬効が認
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められない原因の一つであると考えられる。
しかし一方で、Table 4-2 に示す通り MayoGBM6 および MayoGBM8 は EGFR
および EGFRvIII が高発現しているにも関わらず erlotinib に対して耐性となって
いる。従って、MayoGBM6 および MayoGBM8 に関しては EGFR および EGFRvIII
以外に erlotinib 耐性となるような因子が関与していると考えられる。これまでに
GBM 患者において GEFRvIII および PTEN の共発現が erlotinib 感受性に関与す
ることが報告されている(Uribe and Gonzalez, 2011)。がん抑制タンパク質である
PTEN は EGFR などの増殖因子受容体下流シグナルである PI3K/Akt シグナルを
down-regulation する性質を有しており、GBM 患者の一部において PTEN の欠失
が認められることが報告されている(Grossmann and Samowitz, 2011)。また、in 
vitro 系の研究で、PTEN および EGFRvIII を強制発現させた U87MG 細胞は親細
胞と比較して erlotinib に対して感受性となった一方で、wild type EGFR や
EGFRvIII のみを強制発現させた場合は親細胞と比較して erlotinib に対する感受
性に変化は認められなかったことが報告されている(Mellinghoff et al., 2005)。以
上の報告から、erlotinib 感受性には EGFRvIII 発現の他に PTEN の発現も必要で
あることが示唆されており、MayoGBM6 および MayoGBM8 における erlotinib
耐性には PTEN の欠失が関与している可能性がある。実際に、MayoGBM8 は
PTEN が欠失しているため(Table 4-1)、MayoGBM8 は EGFRvIII が高発現してい
るにも関わらず erlotinib 耐性となっていると考えられる。一方で、MayoGBM6
は PTEN の発現が認められている。従って、MayoGBM6 における erlotinib 耐性
には EGFRvIII および PTEN 以外の因子が関与している可能性がある。また、各
検体における EGFR 全体の発現に対する EGFRvIII 発現の占める割合(Table 4-3)
と erlotinib 感受性との関係性を検証した(Fig. 4-4)。Erlotinib 感受性を EGFR およ
び EGFRvIII 発現量で説明ができない MayoGBM6 を除外して考察すると、
EGFRvIII 発現量の占める割合が高い検体(MayoGBM12, MayoGBM39)で erlotinib
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感受性が高いことが認められた(Fig. 4-4)。さらに、これら 2 検体は PTEN が発現
しており、一方で EGFRvIII 発現量の占める割合が低く erlotinib 耐性である
MyoGBM8 および MayoGBM10 に関しては PTEN が欠失している。従って、EGFR
全体に占める EGFRvIII 発現量の占める割合が高く、かつ PTEN が発現している
検体において erlotinib 感受性が高くなると考えられる。
Erlotinib 感受性には上述した EGFRvIII および PTEN の他に、EGFR 以外の増
殖因子受容体が関与しているという報告も存在する。Erlotinib を含む EGFR-TKI
に対して獲得耐性を示す細胞株では MET の過剰発現やリン酸化、そして MET
のリガンドである HGF の過剰発現が認められることが報告されている(Nguyen 
et al., 2009, Rosenzweig, 2012)。さらに、EGFR-TKI 獲得耐性細胞株では IGFR を
介した増殖シグナルが亢進しているという報告も存在する(Rosenzweig, 2012)。
従って、MayoGBM6 では MET や IGFR を介したシグナル経路が亢進し、erlotinib
で阻害された EGFR シグナル経路をバイパスすることで erlotinib 耐性となって
いる可能性もある。
前述したように EGFR および EGFRvIII 発現量で EGFR-TKI 感受性を一部説明
できない検体が存在したが、一方で Fig. 4-4 に示す通り EGFR 発現量と mTOR
阻害剤である everolimus 感受性との間に相関性が認められた。mTOR は
serine/threonine kinase であり、PI3K/Akt/mTOR シグナル伝達経路によって腫瘍細
胞の増殖や浸潤に関与していることが報告されている(Mendiburu-Elicabe et al., 
2012)。EGFR が活性化をすると PI3K/Akt/mTOR および MAPK シグナル経路に
よって腫瘍増殖が引き起こされるため、EGFR が高発現している細胞ではこれら
両シグナル経路が活性化していると考えられる。Everolimus はこのうち
PI3K/Akt/mTOR 経路のみ阻害を行うことから、EGFR 高発現細胞においては
MAPK シグナル経路の活性化が阻害できないために everolimus に対し耐性化し
ている可能性がある。
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以上、第 4 章の結論として、GBM に対する標準治療薬に対して耐性である
MayoGBM6 のケースに示す通り、GBM xenograft line における複数の膜タンパク
質の発現解析を行うことで分子標的療法のターゲット候補分子を複数選択する
ことが可能となり、第二第三の治療方針を考えるうえで有用であることが分か
った。また、膜タンパク質発現量と抗癌剤感受性との比較解析を行うことで、
EGFRvIII の発現割合が高く PTEN 発現が認められる検体では erlotinib に対する
感受性が高くなることが認められ、EGFRvIII の発現割合が erlotinib 感受性変動
の原因の一つであることが示唆された。しかし、一方で EGFRvIII の発現割合の
みでは erlotinib 感受性を説明できない検体も認められたことから、EGFRvIII 発
現以外の因子が erlotinib 感受性に関与している可能性がある。
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第 5 章 LC-MS/MS を用いたリン酸化 EGFR 定量法の確立および発現解析
第 1 節 序論
第 4章の結果から、GBM xenogtaft lineにおいてEGFRvIIIの発現割合が erlotinib
感受性変動の原因の一つであることが示唆された。しかし、一方で EGFRvIII の
発現割合のみでは erlotinib 感受性を説明できない検体も認められ、EGFRvIII 発
現以外の因子が erlotinib 感受性に関与していると考えられた。
Erlotinib は EGFR の tyrosine kinase inhibitor (TKI)であり、EGFR のチロシンキ
ナーゼ部位の ATP を競合的に阻害することで EGFR の自己リン酸化を阻害し薬
効を発揮する分子標的薬である。EGFR に代表される増殖因子受容体はリガンド
タンパク質が結合すると増殖因子受容体同士の二量体形成が起こり、受容体の
チロシンキナーゼ活性が亢進して自己リン酸化が起こる。EGFR はこの自己リン
酸化が起こるとPI3K/Akt 経路やMAPK経路などの下流シグナル経路が活性化さ
れ腫瘍増殖や浸潤等が促進されることが報告されている(Scaltriti and Baselga, 
2006, Morandell et al., 2008)。このように、これらの下流シグナルが亢進されるた
めにはまず EGFR の自己リン酸化が起こる必要があり、erlotinib 感受性個人差を
考えるうえで EGFR 自己リン酸化体の発現量を考慮に入れることが望ましいと
考えられる。実際に、肺癌患者において、EGFR の 1172 番目の tyrosine 残基の
リン酸化(EGFR pY1172)が erlotinib 感受性と関連しているという報告もこれまで
にされている(Zhang et al., 2011)。
従って、本章では、複数の EGFR 自己リン酸化体を LC-MS/MS を用いて直接
同時に絶対定量する手法を確立し、GBM xenograft line における erlotinib 感受性
の変動に EGFR 自己リン酸化体発現量が関与しているかを明らかにすることと
した。
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第 2 節 結果
5-2-1. LC-MS/MS を用いた EGFR 自己リン酸化体定量法の確立
EGFR のリガンドである EGF が EGFR に結合するとまず EGFR 同士または他
の ERBB family と二量体を形成し、その後 EGFR の自己リン酸化が起こり下流
へとシグナルを伝達していく。EGFR には自己リン酸化部位が N 末端側からそ
れぞれ pY998, pY1016, pY1092, pY1110, pY1172, pY1197 の 6 部位存在(全て
tyrosine 残基)することが報告されている。従って、これら 6 つの自己リン酸化部
位を含むトリプシン消化ペプチド断片を Fig. 5-1 に示す。
Fig. 5-1 Auto phosphorylation site of EGFR and trypsin digested peptide of EGFR
Peptide probe for quantification of EGFRpY998
Peptide Sequence: MHLPSPTDSNFYR
991 998987 999
Phosphorylation
995993988
Mutation: H>>P
Peptide probe for quantification of EGFRpY1016
Peptide Sequence: ALMDEEDMDDVVDADEYLIPQQGFFSSPSTSR
10161000 1031
Phosphorylation
1025 1026
Peptide probe for quantification of EGFRpY1092
Peptide Sequence: YSSDPTGALTEDSIDDTFLPVPEYINQSVPK
10921069 1099
Post five amino acid: RPAGS Phosphorylation
1070 10811071
Peptide probe for quantification of EGFRpY1110
Peptide Sequence: RPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSR
1100 1121
Pre five amino acid: QSVPK Phosphorylation
1110
Peptide probe for quantification of EGFRpY1172
Peptide Sequence: GSHQISLDNPDYQQDFFPK
Peptide Sequence: GSTAENAEYLR
1166 11721161 1179
Phosphorylation
Peptide probe for quantification of EGFRpY1197
11971189 1199
Phosphorylation
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Fig. 5-1 に示した 6 つの自己リン酸化部位のうち pY1172 および pY1197 を認識
するペプチド断片に関しては、LC-MS/MS 解析に際し特に問題のある配列では
ないと考えられた。ただし、pY1172 を含むペプチドはその配列中にリン酸化報
告のある 1166 残基目の serine (pS1166)を含んでいる(Fig. 5-1)。従って、リン酸化
EGFR (pY1172)の定量を行う場合、①1162 残基目の serine および 1172 残基目の
tyrosine ともに非リン酸化、②1162 残基目の serine のみリン酸化、③1172 残基目
の tyrosine のみリン酸化、④1162 残基目の serine および 1172 残基目の tyrosine
ともにリン酸化、の 4 種類のペプチドを用いて解析する必要がある(Table 5-1)。
従って、EGFR の 6 つの自己リン酸化部位のうち pY1172 および pY1197 を認識
するペプチドに関して LC-MS/MS を用いた定量法を確立することとした。Table 
5-1 に示した pY1172 および pY1197 定量用の 6 種類のペプチドプローブに関し
て、それぞれペプチド標品および対応する安定同位元素標識ペプチド標品(内標
準ペプチド)を購入し、以降の実験を行った。
Table 5-1 Peptide probe for quantification of phosphorylated EGFR
Bold letters with asterisks indicate amino acid residues labeled with stable isotope (13C 
and 15N), and bold letters with underlines indicate phosphorylated amino acids.
Peptide Name ST/ISO Sequence Recognition
ST GSHQISLDNPDYQQDFFPK
ISO GSHQISLDNPDYQQDFFPK*
ST GSHQISLDNPDpYQQDFFPK
ISO GSHQISLDNPDpYQQDFFPK*
ST GSHQIpSLDNPDYQQDFFPK
ISO GSHQIpSLDNPDYQQDFFPK*
ST GSHQIpSLDNPDpYQQDFFPK
ISO GSHQIpSLDNPDpYQQDFFPK*
ST GSTAENAEYLR
ISO GSTAENAEYLR*
ST GSTAENAEpYLR
ISO GSTAENAEpYLR*
Non-phosphorylated peptide
pY1172
pS1166
pS1166 and pY1172
Non-phosphorylated peptide
pY1197
EGFR1172 (Non-P)
EGFR1172 (pY1172)
EGFR1172 (pS1166)
EGFR1172 (pS1166/pY1172)
EGFR1197 (Non-P)
EGFR1197 (pY1197)
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なお、その他の 4 つの自己リン酸化部位に関しては設計時点の段階で測定に
問題があり、LC-MS/MS 解析に適していないと考えられた。以下にそれぞれの
理由を記載する。
＜pY998 を認識するペプチド＞
ペプチド配列中に pY998 以外のリン酸化報告部位が 3 つ(pS991, pT993, pS995)
存在する。また、988 残基目の histidine が proline へと変異することも報告され
ている(Fig. 5-1)。従って、解析すべきペプチド数が多くなってしまうので現実的
には解析が困難であると考えられる。
＜pY1016 を認識するペプチド＞
ペプチド配列中に pY1016 以外のリン酸化報告部位が 2 つ(pS1025, pS1026)存
在する(Fig. 5-1)。従って、解析すべきペプチド数が多くなってしまうので現実的
には解析が困難であると考えられる。
＜pY1092 を認識するペプチド＞
ペプチド配列中に pY1092 以外のリン酸化報告部位が 4 つ(pY1069, pS1070, 
pS1071, pS1081)存在する。また、ペプチド C 末端側において KR が連続してお
り、トリプシン消化において目的のペプチド断片を再現性良く得ることが困難
であると考えられる(Fig. 5-1)。
＜pY1110 を認識するペプチド＞
ペプチド N 末端側において KR が連続しており、トリプシン消化において目
的のペプチド断片を再現性良く得ることが困難であると考えられる(Fig. 5-1)。
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各ペプチド溶液 0.1~1 μMを質量分析装置に 5 μL/minの流速でインフュージョ
ンし、高感度に検出される 4 種類のプロダクトイオン(Q3)、declustering potential 
(DP)および collision energy (CE)を最適値として選択し、イオン化条件の最適化を
行った(Table 5-2)。EGFR 自己リン酸化部位である pY1172 および pY1197 発現解
析用の 6 種類のペプチド全てにおいて、質量分析装置を用いた検出が可能であ
ることが示唆された。
Table 5-2 Peptide probe sequences and selected ions for absolute quantification of 
phosphorylated EGFR
Typically, doubly or triply charged precursor ions were selected (Q1). Four SRM/MRM 
transitions per peptide, corresponding to high-intensity fragment ions, were selected. 
Bold letters with asterisks indicate amino acid residues labeled with stable isotope (13C 
and 15N), and bold letters with underlines indicate phosphorylated amino acids. DP: 
declustering potential, CE: collision energy
Q1 (m/z) Q3 (m/z) Q1 (m/z) Q3 (m/z)
746.0 642.8 748.7 646.8 136 31 y10 (z=2)
746.0 410.2 748.7 410.2 136 47 b4 (z=1)
746.0 781.4 748.7 789.4 136 31 y6 (z=1)
746.0 909.5 748.7 917.5 136 29 y7 (z=1)
772.7 682.8 775.3 686.8 86 31 y10 (z=2)
772.7 410.2 775.3 410.2 86 47 b4 (z=1)
772.7 391.2 775.3 399.2 86 31 y3 (z=1)
772.7 523.3 775.3 523.3 86 39 b5 (z=1)
772.7 642.8 775.3 646.8 111 29 y10 (z=2)
772.7 781.4 775.3 789.4 111 31 y6 (z=1)
772.7 909.5 775.3 917.5 111 29 y7 (z=1)
772.7 653.3 775.3 661.3 111 33 y5 (z=1)
799.3 682.8 802.0 686.8 116 33 y10 (z=2)
799.3 391.2 802.0 399.2 116 33 y3 (z=1)
799.3 410.2 802.0 410.2 116 47 b4 (z=1)
799.3 523.3 802.0 523.3 116 33 b5 (z=1)
605.8 765.4 610.8 775.4 116 31 y6 (z=1)
605.8 580.3 610.8 590.3 116 29 y4 (z=1)
605.8 451.3 610.8 461.3 116 33 y3 (z=1)
605.8 651.4 610.8 661.4 116 31 y5 (z=2)
645.8 845.4 650.8 855.4 131 31 y6 (z=1)
645.8 731.3 650.8 741.3 131 35 y5 (z=1)
645.8 660.3 650.8 670.3 131 31 y4 (z=1)
645.8 531.2 650.8 541.2 131 35 y3 (z=1)
EGFR1197
(Non-P)
GSTAENAEYLR*
EGFR1197
(pY1197)
GSTAENAEpYLR*
EGFR1172
(pS1166)
GSHQIpSLDNPDYQQDFFPK*
EGFR1172
(pS1166/pY1172)
GSHQIpSLDNPDpYQQDFFPK*
CE
(V)
Ion series
(Q3)
EGFR1172
(Non-P)
GSHQISLDNPDYQQDFFPK*
EGFR1172
(pY1172)
GSHQISLDNPDpYQQDFFPK*
Peptide name Peptide sequence
Standard peptide Internal standard DP
(V)
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Table 5-2 に示す通り、EGFR1172 (pY1172)および EGFR1172 (pS1166)はペプチ
ド断片内におけるリン酸化部位は異なるものの、リン酸化による質量増加分は
同一のため Q1 の値がともに標準ペプチド(ST)で m/z=772.7、安定同位元素標識
ペプチド(ISO)で m/z=775.3 となっている。従って、これら 2 つのペプチド断片
は Q1 において質量分離をすることが不可能であるため、Q3 において m/z の値
が異なるプロダクトイオンを選択することで各ペプチドに特異的な MRM/SRM 
transitionを組むことが可能である。Fig. 5-2にQ3の例として、EGFR1172 (pY1172)
および EGFR1172 (pS1166)それぞれの y ion (y6~y14)系列を示した。Fig. 5-2 に示
す通り、y8~y13 ion のプロダクトイオンであれば EGFR1172 (pY1172)および
EGFR1172 (pS1166)は Q3 において質量分離をすることが可能である。しかし、
それ以外の y ion の場合は Q3 の m/z も両ペプチドで同一の値となってしまうた
め、質量分析装置における両ペプチドの区別は不可能であることが分かる。
Table 5-2 に示した今回の最適化結果において Q3 での質量分離が可能である
のは、EGFR1172 (pY1172)および EGFR1172 (pS1166)の y10 ion のみである。それ
ぞれのペプチドにおけるその他の 3 種類の MRM/SRM transition に関しては Q3
での質量分離が不可能となっている。従って、これら質量分離が不可能な
MRM/SRM transition は LC での分離が必要不可欠であり、LC での分離もできな
い場合については LC-MS/MS による定量解析は困難であると考えられる。この
ような場合の改善策と一つとして Q3 で質量分離可能な MRM/SRM transition を
採用することが挙げられるが、最適化の時点でそのような MRM/SRM transition
が感度良く検出されていない。従って、現状を考えると LC において EGFR1172
(pY1172)およびEGFR1172 (pS1166)のペプチドを分離する条件を設定することが
唯一の手段であると考えられる。
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Fig. 5-2 Product ions of EGFR1172 (pY1172) and EGFR1172 (pS1166)
前述した通り、EGFR1172 (pY1172)および EGFR1172 (pS1166)が LC を用いて
分離可能であるかを検証するために、標準ペプチドを 500 fmol/injection、安定同
位元素標識内標準ペプチドを 500 fmol/injection となるようにサンプルを調製し
LC-MS/MS 測定を行った。LC-MS/MS 測定の結果を Fig. 5-3 に示す。なお、Q3
での質量分離が可能であるのは、EGFR1172 (pY1172)および EGFR1172 (pS1166)
の y10 ion のみである。EGFR1172 (pY1172)の y10 ion は 104.4 min 付近にピーク
が検出されており、その他の SRM/MRM transition においても同一保持時間にピ
ークが検出されることから、この 104.4 min 付近のピークが EGFR1172 (pY1172)
由来のピークであることが示唆された(Fig. 5-3A)。同様に、EGFR1172 (pS1166)
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のクロマトグラムにおける保持時間 105.8 min 付近のピークは EGFR1172 
(pY1166)由来のピークであることが示唆された(Fig. 5-3B)。
Fig. 5-3 Chromatogram of EGFR1172 (pY1172) and EGFR1172 (pS1166)
Mixture of non-labeled standard peptides (500 fmol/injection) and stable 
isotope-labeled peptides (500 fmol/injection), as internal standards, were analyzed by 
multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS. Chromatograms of four 
SRM/MRM transitions for non-labeled peptides and for stable isotope-labeled peptides 
were shown.
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Fig. 5-3 で示した通り、EGFR1172 (pY1172)および EGFR1172 (pS1166)が LC を
用いて分離できることが分かったため、6 種類のペプチドそれぞれで検量線測定
を行った結果を Fig. 5-4 に示す。なお、Fig. 5-4 では設定した 4 つの MRM/SRM 
transition の平均値をプロットしており、全てのペプチドにおいて R2=0.999 以上
と高い線形性を示した。
Fig. 5-4 Standard curves for absolute quantification of unphosphorylated and 
phosphorylated EGFR
Dilution series of the standard peptides (5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 500, and 1000 fmol) 
and 500 fmol internal standard peptides were subjected to LC-MS/MS and analyzed in 
SRM/MRM mode under optimized analytical conditions. The standard curves were 
prepared by plotting the peak area ratios of the standard and internal standard peptides 
(y-values) against the standard peptide amounts (x-values). Each data point represents 
the mean ± S.D. (n=1-4 SRM/MRM transitions). R2: correlation coefficient.
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5-2-2. EGF 処理培養細胞株を用いた EGFR 自己リン酸化体検出確認
実サンプルにおいて EGFR 自己リン酸化体の LC-MS/MS による検出が可能で
あるかを検証するため、ヒト上皮様細胞癌由来細胞株である A431 細胞株を用い
て解析を行った。まずは、western blotting を用いて EGFR 自己リン酸化体の検出
を行った。Fig. 5-5 に示す通り、無血清培地で培養した A431 細胞株と比較して
100 ng/mL EGF (EGFR のリガンド)を 5 分間処理した A431 細胞株では、1172 番
目の tyrosine がリン酸化した EGFR (EGFRpY1172)および 1197 番目の tyrosine が
リン酸化した EGFR (EGFRpY1197)が高発現していることが認められた。さらに、
EGFR に対する分子標的薬である erlotinib を 10μM の濃度で 1 時間プレインキュ
ベーションした後に 100 ng/mL EGF (EGFR のリガンド)を 5 分間処理した A431
細胞株、および通常培養条件である 10% FBS 含有培地で培養した A431 細胞株
においては、無血清培地で培養した A431 細胞株と同程度の EGFRpY1172 およ
び EGFRpY1197 発現であった(Fig. 5-5)。なお、EGFR の発現に関しては上述し
た 4 条件の間で差は認められなかった(Fig. 5-5)。Fig. 5-5 の結果からこれらのサ
ンプルは western blotting によって EGFR 自己リン酸化体の発現が認められたた
め、次に実際に LC-MS/MS を用いて EGFR 自己リン酸化体の検出が可能である
かを解析することとした。
114
Fig. 5-5 Expression of EGFR and phosphorylated EGFR in whole cell lysate of 
A431 cell lines (western blot analysis)
A431 cell line was cultured under serum-starved condition for 16 hr, and stimulated 
with 100 ng/mL EGF for 5 min, or pre-incubated with 10 μM erlotinib for 1 hr and then 
stimulated with 100 ng/mL EGF for 5 min. Whole cell lysate of these samples were 
subjected to SDS-PAGE. In SDS-PAGE, each sample was loaded to each lane at the 
same amount (5 μg protein). Western blot analysis was performed with rabbit anti 
EGFR (phospho Y1172), rabbit anti EGFR (phospho Y1197), rabbit anti EGFR and 
mouse anti β-actin antibody. The bands of target proteins were indicated by arrows on 
the right side.
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Fig. 5-5 で示した western blotting で使用した A431 細胞株 whole cell lysate の各
サンプルを用いて LC-MS/MS による EGFR 自己リン酸化体の発現解析を行った
結果を Table 5-3 に示す。結果、EGFR 自己リン酸化を認識するペプチドである
EGFR1172 (pY1172)および EGFR1197 (pY1197)の発現は EGF のみで刺激を行っ
た A431 細胞株でのみそれぞれ認められた(Table 5-3)。また、非リン酸化体を認
識するペプチドである EGFR1172 および EGFR1197、EGFR 全体の発現を認識す
るペプチドである EGFR-all に関しては全てのサンプルにおいて発現が認められ
た。なお、自己リン酸化部位ではないが 1166 番目の serine のみがリン酸化され
た EGFR1172 (pS1166)の発現は EGF 処理の前にあらかじめ erlotinib でプレイン
キュベーションを行ったサンプル(EGF/Erlotinib)を除いて発現が認められた。
Table 5-3 Expression of EGFR and phosphorylated EGFR in whole cell lysate of 
A431 cell lines (LC-MS/MS analysis)
A431 cell line was cultured under serum-starved condition for 16 hr, and stimulated 
with 100 ng/mL EGF for 5 min, or pre-incubated with 10 μM erlotinib for 1 hr and then 
stimulated with 100 ng/mL EGF for 5 min. Whole cell lysate of these samples were 
analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS. The expression 
amount of each molecule was determined as the average of two to four quantitative 
values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Each value represents the 
mean ± S.E.M. (n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means “under limit of 
quantification”. *The reliability of the calculated values was considered to be lower
than other detected molecules, since only two among four SRM/MRM transitions gave 
the detectable peaks over 5,000 counts.
EGF(-) EGF(+) EGF/Erlotinib 10% FBS
EGFR1172 (Non-P) 14.0 ± 0.6 11.1 ± 0.5 15.5 ± 1.0 14.5 ± 0.5
EGFR1172 (pY1172) U.L.Q. 3.29 ± 0.06 U.L.Q. U.L.Q.
EGFR1172 (pS1166) 2.49 ± 0.41 1.56 ± 0.35 * U.L.Q. 1.43 ± 0.12 *
EGFR1172 (pS1166/pY1172) U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
EGFR1197 (Non-P) 10.7 ± 0.7 8.44 ± 0.78 9.84 ± 0.44 10.1 ± 0.7
EGFR1197 (pY1197) U.L.Q. 1.49 ± 0.03 U.L.Q. U.L.Q.
EGFR-all 11.1 ± 0.8 8.46 ± 0.49 10.1 ± 1.0 9.20 ± 0.16
A431 (without HAMMOC)
Quantitative value in whole cell lysate (fmol/ug protein)
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Table 5-3 に示す通り、EGFR 自己リン酸化体は EGF 処理サンプルのみで発現
が認められたが、微量のリン酸化体を検出するために HAMMOC 法(Hydroxy 
acid-modified metal oxide chromatography)を利用してリン酸化ペプチドを精製濃
縮した後に発現解析を行った。なお、HAMMOC 法は酸性条件下でリン酸基を二
酸化チタンが吸着する性質を用いたリン酸化ペプチド選択的な精製濃縮法であ
る。結果、EGF 処理サンプル以外の 3 サンプル(EGF(-), EGF/Erlotinib, 10% FBS)
に関しても EGFR 自己リン酸化体の発現が認められ、EGF 処理サンプルと比較
すると低発現していることが認められた(Table 5-4)。また、1166 番目の serine お
よび 1172 番目の tyrosine がともにリン酸化している EGFR1172 (pS1166/pY1172)
に関しても複数のサンプル(EGF(-)およびEGF(+))で発現が認められた(Table 5-4)。
なお、HAMMOC 法はリン酸化ペプチドを精製濃縮する方法であるため、非リン
酸化ペプチドに関してはピークの検出は認められなかった。
Table 5-4 Expression of EGFR and phosphorylated EGFR in whole cell lysate of 
A431 cell lines after enrichment of phosphopeptides based on aliphatic hydroxy 
acid-modified metal oxide chromatography (LC-MS/MS analysis)
A431 cell line was cultured under serum-starved condition for 16 hr, and stimulated 
with 100 ng/mL EGF for 5 min, or pre-incubated with 10 μM erlotinib for 1 hr and then 
stimulated with 100 ng/mL EGF for 5 min. Whole cell lysate of these samples were 
analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS after enrichment fo 
phosphopeptides based on aliphatic hydroxy acid-modified metal oxide chromatography. 
The expression amount of each molecule was determined as the average of two to four
quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Each value 
represents the mean ± S.E.M. (n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means “under 
limit of quantification”. N.D.; Not detected
EGF(-) EGF(+) EGF/Erlotinib 10% FBS
EGFR1172 (Non-P) N.D. N.D. N.D. N.D.
EGFR1172 (pY1172) 0.759 ± 0.034 2.54 ± 0.09 0.0239 ± 0.0055 0.348 ± 0.009
EGFR1172 (pS1166) 2.16 ± 0.15 1.39 ± 0.06 1.15 ± 0.08 1.09 ± 0.08
EGFR1172 (pS1166/pY1172) 0.0814 ± 0.0388 0.330 ± 0.046 U.L.Q. U.L.Q.
EGFR1197 (Non-P) N.D. N.D. N.D. N.D.
EGFR1197 (pY1197) 0.391 ± 0.034 1.69 ± 0.05 0.0994 ± 0.0373 0.213 ± 0.043
EGFR-all N.D. N.D. N.D. N.D.
A431 (with HAMMOC)
Quantitative value in whole cell lysate (fmol/ug protein)
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5-2-3. 悪性脳腫瘍 xenograft における EGFR 自己リン酸化体発現解析
米国 Mayo Clinic から提供を受けた GBM xenograft line の plasma membrane 
fraction を用いてリン酸化 EGFR 発現解析を行った。各検体の詳細に関しては第
4 章 89 ページの Table 4-1 に示した。各体を phosphatase inhibitor 含有バッファを
使用して plasma membrane fraction 調製を行い、この plasma membrane fraction の
酵素消化産物(Lys-C/Trypsin)を用いてLC-MS/MSによるリン酸化EGFR発現解析
を行った。発現解析の結果、リン酸化EGFRペプチド関連ではEGFR1172 (pS1166)
の発現が最も多くの検体(MayoGBM22 を除く 5 検体)で認められた(Table 5-5)。
また、 EGFR の自己リン酸化部位である EGFR1172 (pY1172) の発現は
MayoGBM39 のみで、同じく自己リン酸化部位である EGFR1197(pY1197)の発現
は MayoGBM8, MayoGBM12, MayoGBM39 の 3 検体で認められた(Table 5-5)。一
方で、自己リン酸化部位 pY1172 とリン酸化部位 pS1166 が同時にリン酸化して
いる EGFR1172 (pS1166/pY1172)の発現は全ての検体で認められなかった(Table 
5-5)。Table 5-5 において EGFR-all および EGFRvIII 関連の定量値は第 4 章 92 ペ
ージの Table 4-2 で示した値を引用している。なお、Table 5-5 で*を付けた定量
値は各測定で設定した 4 つの SRM/MRM transition のうち 2 つの SRM/MRM 
transition でピークが検出されたものであり、信頼性に劣る定量値として記載し
ている。
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Table 5-5 Quantitative value of phosphorylated EGFR in GBM xenografts
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to eight quantitative values from four SRM/MRM transitions of one or two analysis. 
Each value represents the mean ± S.E.M. (n=2-8 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means 
“under limit of quantification”. *The reliability of the calculated values was considered 
to be lower than other detected molecules, since only two among four SRM/MRM 
transitions gave the detectable peaks over 5,000 counts. A) Quantitative values from 
Table 4-2, B) EGFRvIII = (EGFR-WT,vII~V) – (EGFR-WT,vII,IV,V), C) Quantitative 
value under zero
リン酸化の発現量だけではなく発現している EGFR 全体に占めるリン酸化
EGFR の割合を求めるため、EGFR-all または EGFRvIII 発現量に対する各リン酸
化体の発現量の比を算出した(Table 5-6)。EGFR 全体の発現量(EGFR-all)に対す
る EGFR1172 (pS1166)のリン酸化割合は 10.8-42.6%の範囲であり、最もリン酸化
割合が高い検体(MayoGBM12)でほぼ 4 割の EGFR がリン酸化していることが認
められた。この検体では EGFRvIII 発現量に対する割合が 136%と 100%を超えた
ことから、EGFRvIII 発現量以上にリン酸化が亢進していることが示唆された。
一方で、EGFR1197 (pY1197)のリン酸化割合に関しては Table 5-4 に示す通り発
現量が 1 fmol/ug protein 以下であったことから、リン酸化割合も 1%前後の値で
あった。
M ayoGBM6 M ayoGBM8 M ayoGBM10 MayoGBM 12 MayoGBM22 M ayoGBM39
EGFR1172 (Non-P) 23.4 ± 1.0 69.9 ± 1.9 5.20 ± 0.57 17.0 ± 0.4 5.04 ± 0.24 62.8 ± 1.5
EGFR1172 (pY1172) U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. 0.843 ± 0.068 *
EGFR1172 (pS1166) 8.25 ± 0.48 32.4 ± 0.3 2.81 ± 0.33 * 8.93 ± 0.65 U.L.Q. 20.4 ± 0.8
EGFR1172 (pS1166/pY1172) U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
EGFR1197 (Non-P) 21.7 ± 0.6 73.2 ± 1.1 5.04 ± 0.16 17.1 ± 0.3 3.77 ± 0.16 56.4 ± 1.3
EGFR1197 (pY1197) U.L.Q. 0.575 ± 0.071 U.L.Q. 0.335 ± 0.027 U.L.Q. 0.396 ± 0.058
EGFR-all 
A 76.5 ± 0.9 245 ± 5 7.33 ± 0.49 21.0 ± 1.1 10.0 ± 1.2 161 ± 9
EGFRvIII 
A,B 73.7 59.3 - 
C 6.57 1.60 157
Quantitative value in plasma membrane fraction (fmol/ug protein)
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Table 5-6 Expression ratio of phospholyrated EGFR to EGFR-all or EGFRvIII
Quantitative value represents the mean ± S.E.M. (n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. 
means “under limit of quantification”. A) Quantitative values from Table 4-2, B)
EGFRvIII = (EGFR-WT,vII~V) – (EGFR-WT,vII,IV,V), C) Each value was not 
calculated because quantitative value of EGFRvIII was under zero.
次に、Fig. 5-6 に示す通り、EGFR の各リン酸化体の発現量が EGFR チロシン
キナーゼ阻害薬(EGFR-TKI)である erlotinib に対する感受性に関与しているかど
うかを調べるため比較解析を行った。Erlotinib は EGFR リン酸化を阻害するため、
作用機序から考えると EGFR のリン酸化が認められる検体ほど erlotinib 感受性
であると考えられる。しかし、Fig. 5-6D, E, G に示す通り、各リン酸化体発現量
と erlotinib感受性との間に明確な相関は得られなかった。ただし、唯一 EGFR1172 
(pY1172)の発現が認められたMayoGBM39に関しては erlotinib感受性であるとい
う結果となっている(Fig. 5-6D)。
EGFRの各リン酸化体発現量ではなくリン酸化割合と erlotinib感受性との関係
性を調べるため、EGFR 各リン酸化体発現量の EGFR-all または EGFRvIII 発現量
に対する割合と erlotinib 感受性との比較解析を行った(Fig. 5-7)。Fig. 5-7D に示
す通り、EGFR-all 発現量に対する EGFR1197 (pY1197)の発現割合が高い検体に
おいて erlotinib 感受性となる傾向が認められた。
EGFRvIII
vs EGFR-all vs EGFR-all vs EGFRvIII vs EGFR-all vs EGFRvIII
MayoGBM6 76.5 ± 0.9 73.7 96.3 10.8 11.2 U.L.Q. U.L.Q.
MayoGBM8 245 ± 5 59.3 24.2 13.2 54.7 0.234 0.969
MayoGBM10 7.33 ± 0.49 - C - C 38.4 - C U.L.Q. - C
MayoGBM12 21.0 ± 1.1 6.57 31.4 42.6 136 1.60 5.10
MayoGBM22 10.0 ± 1.2 1.60 16.0 U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
MayoGBM39 161 ± 9 157 97.5 12.7 13.0 0.246 0.252
Quantitative value (fmol/ug protein) Expression ratio (%)
EGFR-all A EGFRvIII A,B
EGFR1172 (pS1166) EGFR1197 (pY1197)
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Fig. 5-6 Correlation between expression of phospholyrated EGFR and erlotinib 
sensitivity
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Sen.: 
Sensitive, Res.: Resistant.
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Fig. 5-7 Correlation between expression ratio of phospholyrated EGFR to 
EGFR-all or EGFRvIII and erlotinib sensitivity
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines (MayoGBM6, GBM8, GBM10, 
GBM12, GBM22, GBM39) were analyzed by multiplexed-SRM/MRM analysis using 
LC-MS/MS. The expression amount of each molecule was determined as the average of 
two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Sen.: 
Sensitive, Res.: Resistant.
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第 3 節 考察
本研究では、EGFR の自己リン酸化体(EGFRpY1172 および EGFRpY1197)を直
接絶対定量する手法を確立し、定量法の評価として培養細胞株を、実際の腫瘍
組織として GBM xenograft line を用いて発現解析を行った。
EGF で処理をした A431 細胞株および処理を行っていない A431 細胞株の
whole cell lysate ついて EGFR 自己リン酸化体の発現解析を行ったところ、それ
ぞれの自己リン酸化部位を認識する EGFR1172 (pY1172)および EGFR1197 
(pY1197)の定量値は増加したため、EGF 処理によってこれらリン酸化量が増加
したことが示唆された(Table 5-3, 5-4)。一方で、EGFR1172 (pS1166)に関しては
EGF 処理を行うことで発現量が低下した。これまでの報告で、EGF を培養細胞
株に処理すると自己リン酸化部位等はこれまでに報告されている通りリン酸化
レベルが上昇するが、1166 番目の serine のリン酸化は減少することがプロテオ
ミクス解析によって認められている(Imami et al., 2012)。同じリン酸化部位でも
この Ser1166 はネガティブフィードバックとして働いているとも考えられてお
り、今回 EGF 処理によって EGFR1172 (pS1166)のリン酸化発現量が偶然減少し
てしまったのではなく、実際にネガティブフィードバックに関与している部分
である可能性が考えられる。また、EGF 処理前にあらかじめ EGFR の tyrosine 
kinase inhibitor (EGFR-TKI)である erlotinib を処理した場合、EGF 単独処理時と比
較して EGFR1172 (pY1172)および EGFR1197 (pY1197)の発現量が低下した(Table 
5-3, 5-4)。今回定量対象とした 2 つの自己リン酸化部位(EGFRpY1172 および
EGFRpY1197)は EGFR のリン酸化部位の中でも重要であることが報告されてお
り(Zhang et al., 2011)、研究も最も良く行われている部位である。これらの EGFR
自己リン酸化部位に関しては、EGF 刺激を行うとリン酸化が上昇してその後タ
イムラグがあって下流のシグナルがリン酸化していくという報告がされている
(Olsen et al., 2006, Morandell et al., 2008)。また、EGF 処理を行った細胞株に
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erlotinib を処理することで EGFRpY1172 リン酸化が抑制されることも報告され
ている(Ioannou et al., 2011)。さらに、Fig. 5-5 に示す通り western blotting を用い
て解析した結果からも EGF 処理を行うことで EGFRpY1172 および EGFRpY1197
の自己リン酸化体発現量が増加し、これは erlotinib をあらかじめ処理することで
抑制されるという結果となっており、LC-MS/MS を用いた EGFR 自己リン酸化
体発現解析の結果と同様の傾向を示した。従って、これら 2 つのリン酸化部位
のリン酸化量の変動が過去の報告および western blotting の結果と一致したもの
となっており、本定量法がリン酸化の定量に有用であることが示唆された。ま
た、Table 5-4 に示す通り、HAMMOC 法を用いたリン酸化ペプチド精製濃縮法
を用いることでより微量のリン酸化体の検出が可能であることも示唆された。
次に、Fig. 5-6 に示す通り、EGFR の各リン酸化体の発現量が EGFR -TKI であ
る erlotinib に対する感受性に関与しているかを解析した。第 4 章で述べた通り、
EGFR および EGFRvIII の発現量のみでは erlotinib 感受性を説明できない検体が
一部存在することがすでに認められている。特に、MayoGBM6 に関しては
EGFR-all および EGFRvIII 高発現かつ EGFRvIII 発現割合が高いにも関わらず
erlotinib 耐性となっている。Erlotinib は EGFR リン酸化を阻害する分子標的薬た
め、作用機序から考えると EGFR のリン酸化が認められる検体ほど erlotinib に
対して感受性になると考えられる。実際に、EGFR が発現している非小細胞肺癌
細胞株に対し EGFR に対する siRNA を処理したところ、唯一 EGFR のリン酸化
が検出された EGFR 発現細胞株のみコントロールと比較して細胞増殖の抑制が
認められたことが報告されている(Shien et al., 2012)。しかし、Fig. 5-6D, E, G に
示す通り、各リン酸化体発現量と erlotinib 感受性との間に明確な相関性は認めら
れなかった。
次に、EGFR 発現量から erlotinib 感受性を完全には説明できなかった
MayoGBM6 に関して、各リン酸化体の EGFR 発現量に対する割合の観点から考
124
察する。Fig. 5-7D に示す通り、EGFR の自己リン酸化部位である EGFR1197
(pY1197)のEGFR全体の発現量に対する発現割合が高い検体において erlotinib感
受性となる傾向が認められた。MayoGBM6 は EGFR-all および EGFRvIII 高発現
かつ EGFRvIII 発現割合が高いという EGFR 発現特性から EGFR のリン酸化発現
量割合が高いことが予想されたが Table 5-6 および Fig. 5-7 に示す通りリン酸化
割合は低いことが認められた。従って、MayoGBM6 が erlotinib 耐性である理由
は EGFR のリン酸化が EGFR および EGFRvIII 発現量から予想された程亢進して
おらず、erlotinib の EGFR リン酸化阻害効果が認められなかったためであると考
えられる。
以上、第 5 章の結論として、EGFR の自己リン酸化体(EGFRpY1172 および
EGFRpY1197)を直接絶対定量する手法を確立し、in vivo 組織である GBM 
xenograft line においても EGFR 自己リン酸化体の発現を検出することが可能で
あることが示された。また、EGFR および EGFRvIII 発現量のみでは一部説明が
できなかった erlotinib 感受性に関しても、EGFR 全体の発現に対する EGFR 自己
リン酸化体発現割合からのアプローチを加味することで説明が可能となること
が示唆された。
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第 6 章 安定同位元素標識タンパク質を用いた分子標的薬感受性関連分子一斉
定量法の確立および発現解析
第 1 節 序論
第 1 章でも述べた通り、増殖因子受容体を起点とする腫瘍増殖シグナル伝達
には増殖因子受容体に加え、受容体のリガンド、細胞内のシグナル関連分子が
関与している。従って、分子標的薬感受性変動の要因を明らかにするうえで、
また、分子標的療法のターゲット候補分子の拡大を行ううえで、これら分子の
発現を考慮に入れることも非常に重要であると考えられる。増殖因子受容体を
起点とするシグナル伝達に関与する主な分子を Fig. 6-1 に示す。なお、Fig. 6-1
には第 3 章および第 4 章で発現解析対象としていた増殖因子受容体も含まれて
いる。このように多数の分子が存在するため、本研究ではこれら分子標的薬の
感受性に関与すると考えられる分子の定量用ペプチドを数珠つなぎにした安定
同位元素標識内標準タンパク質を人工的に作製し、多数の分子の一斉定量を可
能にする手法を確立することにした(詳細なデザインは Fig. 6-2)。
安定同位元素標識タンパク質の合成方法として、本研究では無細胞タンパク
質合成系を用いた。無細胞タンパク質合成系とは、タンパク質合成に必要な細
胞成分の抽出液にアミノ酸、ATP などのエネルギー源、目的タンパク質をコー
ドする RNA や DNA を加え、これらを鋳型としてタンパク質を試験管内で合成
する方法である(Utsumi, 2010)。無細胞タンパク質合成系では、必要な成分を混
合することによりタンパク質合成を行うため、迅速で簡便な合成が可能である。
また、安定同位元素標識アミノ酸を反応系に添加することでタンパク質の標識
が容易になるため、本研究の定量法確立に適していると考えられる。
従って、本章では、まず安定同位元素標識タンパク質を合成することで Fig. 6-1
に記載した分子を含む分子標的薬感受性関連分子一斉定量法の確立を行うこと
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を目的とした。さらに、この定量法を GBM xenograft line に応用することでこれ
ら分子標的薬感受性関連分子の発現プロファイルを明らかにし、GBM xenograft 
line における薬剤感受性の変動に関与し得る候補因子を明らかにすることを目
的とした。
Fig. 6-1 List of protein for quantification by using stable isotope-labeled proteins
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第 2 節 結果
6-2-1. 分子標的薬感受性関連分子一斉定量用タンパク質の合成
本章 第 1 節で述べた通り、本研究では分子標的薬の感受性に関与すると考え
られる分子の定量用ペプチドを数珠つなぎにした安定同位元素標識内標準タン
パク質を人工的に作製した。人工的に合成するタンパク質の構造を Fig. 6-2 に示
す。合成タンパク質をアフィニティ精製するために、N 末端側および C 末端側
に精製用のアミノ酸配列を配置した (Fig. 6-2 の Tag-N-terminal および
Tag-C-terminal の部分)。さらに、自然界には存在しないモニタリングペプチドと
して N 末端側および C 末端側にそれぞれ異なるアミノ酸配列を組み込んだ配列
を合成することで合成量の測定を可能にした(Fig. 6-2 の Tag-N-terminal および
Tag-C-terminal の部分)。
Fig. 6-2 Design of recombinant protein for quantification of multiple protein
本章 第 1 節で述べた定量対象分子に関して、第 8 章 実験方法に示すペプチ
ド選択クライテリア(153 ページ)に基づいて各分子に特異的なペプチドを設計し、
各分子 1~2 種類のペプチドを定量対象として選択した(2 種類設定したペプチド
に関してはそれぞれ分子名の後に-pep1 または-pep2 と表記した) (Table 6-1)。測
定対象分子の種類ごとに 5 グループに分類し(Human Ligand Set, Mouse Ligand 
Set, Receptor Set, Signal Set #1, Signal Set #2)、Table 6-1 ではそれぞれのグループ
Target
peptide
Tag-C-terminal
N-terminal C-terminal
A B C Z
Target peptides
Tag-N-terminal
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において N 末端側から C 末端側の順にペプチドを記載した。なお、ペプチド選
択クライテリアを満たすペプチドが存在しない分子については、methionine また
は cysteine を含みかつ特異的な配列となるペプチドが存在した場合はそのペプ
チドを定量対象ペプチドとして設計した。また、ヒト分子特異的に認識可能な
ペプチドが選択できる場合はヒト特異的ペプチドを優先的に選択した。
Table 6-1 List of peptides in the five stable isotope-labeled proteins for 
quantification of multiple proteins
Species Species Species Species
Human Ligand Set (N >>> C-terminal) Mouse Ligand Set (N >>> C-terminal) Receptor Set (N >>> C-terminal) Signal Set #1 (N >>> C-terminal)
EGF Hu Heparin-binding EGF Mo EGFR-all Hu PTEN Hu / Mo
Heparin-binding EGF Hu Amphiregulin (AR) Mo EGFR-WT,vII,IV,V Hu AKT1-pep1 Hu
Amphiregulin (AR) Hu Betacellulin (BTC) Mo EGFR-WT,vII~V Hu AKT1-pep2 Hu / Mo
Epiregulin (EPR) Hu Epiregulin (EPR) Mo ERBB2-pep1 Hu AKT2-pep1 Hu
Epigen Hu Epigen Mo ERBB2-pep2 Hu AKT2-pep2 Hu
PDGF-A Hu PDGF-C-pep1 Mo ERBB3-pep1 Hu AKT3-pep1 Hu / Mo
TGF-α Hu PDGF-C-pep2 Mo ERBB3-pep2 Hu PIK3CA-pep1 Hu
PDGF-B Hu / Mo PDGF-D-pep1 Mo ERBB4-pep1 Hu mTOR-pep1 Hu
PDGF-C-pep1 Hu PDGF-D-pep2 Mo ERBB4-pep2 Hu PIK3CA-pep2 Hu / Mo
PDGF-C-pep2 Hu VEGF-B Mo VEGFR1-pep1 Hu mTOR-pep2 Hu
PDGF-D-pep1 Hu VEGF-C Mo VEGFR1-pep2 Hu RAPTOR-pep1 Hu
PDGF-D-pep2 Hu VEGF-D-pep1 Mo VEGFR2-pep1 Hu AKT3-pep2 Hu / Mo
VEGF-A-pep1 Hu VEGF-D-pep2 Mo VEGFR2-pep2 Hu RAPTOR-pep2 Hu
VEGF-A-pep2 Hu NRTN-pep1 Mo PDGFRα-pep1 Hu RICTOR-pep1 Hu
VEGF-B Hu SCF-pep1 Mo PDGFRα-pep2 Hu RICTOR-pep2 Hu
VEGF-C Hu SCF-pep2 Mo PDGFRβ-pep1 Hu ARAF-pep2 Hu
VEGF-D-pep1 Hu FL-pep1 Mo PDGFRβ-pep2 Hu KRAS Hu / Mo
VEGF-D-pep2 Hu FL-pep2 Mo c-kit-pep1 Hu NF1-pep1 Hu / Mo
FL-pep1 Hu HGF-pep1 Mo c-kit-pep2 Hu NF1-pep2 Hu / Mo
FL-pep2 Hu TGF-α Mo FLT3-pep1 Hu ARAF-pep1 Hu
HGF-pep1 Hu HGF-pep2 Mo CD33-pep1 Hu BRAF-pep1 Hu / Mo
HGF-pep2 Hu GDNF Mo CD33-pep2 Hu BRAF-pep2 Hu / Mo
IGF-1 Hu / Mo NRTN-pep2 Mo CD37-pep1 Hu CRAF-pep1 Hu
IGF-2-pep1 Hu / Mo ARTN-pep1 Mo CD37-pep2 Hu CRAF-pep2 Hu
IGF-2-pep2 Hu / Mo ARTN-pep2 Mo MET-pep1 Hu MEK1-pep1 Hu / Mo
NRTN-pep1 Hu PSPN-pep1 Mo MET-pep2 Hu MEK1-pep2 Hu / Mo
NRTN-pep2 Hu PSPN-pep2 Mo IGFR-pep1 Hu MEK2-pep1 Hu
ARTN Hu IGFR-pep2 Hu / Mo MEK2-pep2 Hu
PSPN-pep1 Hu FGFR1 Hu / Mo ERK1 Hu / Mo
PSPN-pep2 Hu FGFR2-pep1 Hu / Mo ERK2 Hu / Mo
NRG1 Hu FGFR2-pep2 Hu / Mo GRB2-pep1 Hu / Mo
NRG2 Hu / Mo FGFR3-pep1 Hu GRB2-pep2 Hu / Mo
NRG3 Hu / Mo FGFR3-pep2 Hu / Mo
NRG4 Hu FGFR4-pep1 Hu Signal Set #2 (N >>> C-terminal)
FGF1-pep1 Hu / Mo FGFR4-pep2 Hu STAT1-pep1 Hu
SCF Hu RET-pep1 Hu STAT1-pep2 Hu
FGF1-pep2 Hu / Mo RET-pep2 Hu STAT2-pep1 Hu
FGF2 Hu / Mo FAK1-pep1 Hu STAT2-pep2 Hu
FAK1-pep2 Hu STAT3-pep1 Hu / Mo
FAK2-pep1 Hu STAT3-pep2 Hu / Mo
FAK2-pep2 Hu STAT4-pep1 Hu
VEGFR1-pep1 Mo STAT5B Hu
VEGFR1-pep2 Mo STAT5A-pep2 Hu / Mo
VEGFR2-pep1 Mo STAT6-pep1 Hu
VEGFR2-pep2 Mo STAT6-pep2 Hu
PDGFRα-pep1 Mo HSP90α-pep1 Hu / Mo
PDGFRα-pep2 Mo HSP90α-pep2 Hu / Mo
FLT3-pep2 Hu SRC-pep1 Hu / Mo
PDGFRβ-pep1 Mo SRC-pep2 Hu / Mo
PDGFRβ-pep2 Mo LCK-pep1 Hu / Mo
LCK-pep2 Hu / Mo
LYN-pep1 Hu
LYN-pep2 Hu / Mo
STAT5A-pep1 Hu / Mo
FYN-pep2 Hu / Mo
LYK-pep1 Hu
LYK-pep2 Hu
FYN-pep1 Hu / Mo
STAT4-pep2 Hu
Peptide name Peptide name Peptide name Peptide name
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Fig. 6-2 に示した人工合成タンパク質を発現させるために、Fig. 6-3 に示すア
フィニティ精製用タグおよびモニタリングペプチドが既に組み込まれている
pET-17b vector を使用した。Table 6-1 に示す数珠つなぎにした定量用ペプチドを
コードする cDNA を上記 pET-17b vector に組み込むことによって、Fig. 6-3 下段
に示す plasmid vector を構築することとした。
定量用ペプチドをコードする cDNA および pET-17b vector に対して BamHI お
よび EcoRI を用いた制限酵素処理を行いアガロースゲル電気泳動によって解析
を行った(Fig. 6-4A)。この DNA 断片を抽出し、ライゲーション後にコンピテン
トセルとしての大腸菌(DH5α)を用いて形質転換を行った。形成したコロニーに
関してコロニーPCRを行い目的のDNAが挿入されている cloneを選択してDNA
を抽出し、再度制限酵素処理を行った目的の DNA 断片が挿入されていることを
確認し、目的の plasmid DNA が構築できていることが示唆された(Fig. 6-4B)。
Fig. 6-3 Constraction of plasmid vector for synthesis of recombinant protein
pET-17b
Synthesized cDNA (used as insert)
pET-17b
Target 
DNA
BamHI EcoRI
BamHI EcoRI
Target 
DNA
pUC19
Tag-N-terminal Tag-C-terminal
Tag-N-terminal Tag-C-terminal
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Fig. 6-4 Restriction enzyme fragmentation of cDNA
(A) The pUC19 vectors including target DNA for quantification of multiple protein and 
the pET-17b vector including strep-tag, HAT-tag, and reference peptides were digested 
with restriction enzymes, BamHI and EcoRI. Digestion products were electrophoresed 
on 1% agarose gel, and stained with ethidium bromide. (B) Target DNA was ligated into 
pET-17b vector, including Tag-N-terminal and Tag-C-terminal. The ligation product was 
transformed into E. coli DH5α, and plasmid DNA was extracted. These ligation 
products including target DNA for quantification of multiple protein, Tag-N-terminal, 
and Tag-C-terminal were digested with restriction enzymes, BamHI and EcoRI. 
Digestion products were electrophoresed on 1% agarose gel, and stained with ethidium 
bromide. HL: Human ligand set, ML: Mouse ligand set, R: Receptor set, S#1: Signal set 
#1, S#2: Signal set #2.
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構築した人工合成タンパク質発現用 plasmid DNA を用いて、無細胞系タンパ
ク質合成キットである無細胞くん SI を用いた安定同位元素標識内標準タンパク
質の合成を行った。合成反応終了後の溶液を total fraction、total fraction を遠心分
離した後の上清を soluble fraction、沈殿(ペレット)を insoluble fraction とし、それ
ぞれの画分に関して SDS-PAGE および CBB 染色を行った結果、5 種類全てのタ
ンパク質(Human Ligand Set, Mouse Ligand Set, Receptor Set, Signal Set #1, Signal 
Set #2)のバンドは主に insoluble fraction で検出された(Fig. 6-5)。
合成を行った安定同位元素標識内標準タンパク質 5 種類は主に insoluble 
fraction で認められたため、insoluble fraction に関して引き続き N 末端側に配置し
たアフィニティ精製用タグ(Fig. 6-2)を利用したアフィニティ精製を行った。精製
カラムを素通りした画分を flow-through fraction、カラム洗浄液通過後の画分を
wash fraction 1-3、タンパク質溶出液通過後の画分を elute fraction 1-6 とした。こ
れら画分に対し SDS-PAGE および CBB染色を行ってタンパク質の精製を確認し
たところ、主に elute fraction 2-4 に各目的タンパク質のバンドが検出された(Fig. 
6-5)。
以上の結果から、elute fraction 2-4 に加え、目的分子量サイズにバンドが認め
られた elute fraction を使用して、引き続き C 末端側に配置したアフィニティ精
製用タグ(Fig. 6-2)を利用したアフィニティ精製を行った。N 末端側精製後の elute 
fraction をまとめたものを load protein sample、精製カラムを素通りした画分を
flow-through fraction、カラム洗浄液通過後の画分を wash fraction 1-3、タンパク質
溶出液通過後の画分を elute fraction 1-5 とした。これら画分に対し SDS-PAGE お
よび CBB 染色を行ってタンパク質の精製を確認したところ、elute fraction 1 にお
いて目的タンパク質のバンドが最も強く検出され、Receptor Set 以外は elute 
fraction 1-5 の全てで目的タンパク質のバンドが検出された(Fig. 6-6)。また、
Receptor Set に関しては elute fraction 1-2 でバンドが検出され、他の 4 種類のタン
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パク質と比較すると合成量が低いことが示唆された。
Fig. 6-5 Stable isotope-labeled protein expressions in cell-free synthesis system and 
purification of proteins with N-terminal strep tag
Cell-free protein synthesis kit “Musaiboukun SI” (Taiyo Nippon Sanso, Japan) and 
recombinant DNA were incubated for 16 hr at 30oC. Reaction solution was cantrifuged, 
and then proteins in insoluble fraction as a pellet were purified by passing through 
Strep-Tactin® Sepharose® Column (IBA, Germany). Purified stable isotope-labeled 
proteins were electrophoresed on 10% SDS-polyacrylamide gel and stained with 
Coomassie Brilliant Blue R-250. T: Total fraction, S: Soluble fraction, In: Insoluble 
fraction, FT: Flow-through fraction.
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Fig. 6-6 Purification of stable isotope labeled proteins with C-terminal HAT tag
Elute fractions after N-terminal purification were collected, and then purified by passing 
through HisPurTM Cobalt Spin Columns (Thermo Fisher Scientific, IL, USA). Purified 
stable isotope-labeled proteins were electrophoresed on 10% SDS-polyacrylamide gel 
and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. L: Load protein sample, FT: 
Flow-through fraction.
134
C 末端側アフィニティ精製用タグを用いた精製後の SDS-PAGE の結果、目的
分子量サイズにバンドが認められた elute fraction を回収することで精製済み安
定同位元素標識内標準タンパク質溶液とした。このタンパク質溶液に対して限
外濾過カラムを用いた脱塩濃縮を行った後に、lysylendopeptidase および trypsin
を用いた酵素消化を行い、LC-MS/MS を用いて回収量の測定を行った。回収量
の測定を行うにあたり定量対象としたペプチドは、N 末端側に配置したモニタ
リングペプチド(Monitoring peptide N-terminal)および C 末端側に配置したモニタ
リングペプチド(Monitoring peptide C-terminal)である(Fig. 6-2)。回収量測定の結果、
全てのタンパク質で N 末端側(Monitoring peptide N-terminal)と比較して C 末端側
(Monitoring peptide C-terminal)の定量値が低いという結果となった(Table 6-2)。今
回合成を行ったタンパク質の中でも Signal Set #2 に関しては両ペプチド定量値
の比(Monitoring peptide N-terminal / Monitoring peptide C-terminal)が 97.8%となっ
たためほぼ精製が行えていることが示唆されたが、特に Human Ligand Set に関
しては Monitoring peptide N-terminal / Monitoring peptide C-terminal の値が 40.7%
となり、C 末端側精製が不十分であることが示唆された。
Table 6-2 Recovered protein amount of stable isotope-labeled proteins after 
purification with N-terminal and C-teminal tag
Each value represents recovered protein amount of each protein synthesized by cell free 
system (the mean ± S.E.M., n=12 SRM/MRM transitions). The protein amount 
determined as the average of 12 quantitative values from four SRM/MRM transitions of 
three analyses.
Monitoring peptide
N-terminal
Monitoring peptide
C-terminal
Human Ligand Set 1461 ± 20 594 ± 13 40.7
Mouse Ligand Set 575 ± 4 407 ± 5 70.8
Receptor Set 14.4 ± 0.2 8.51 ± 0.17 59.0
Signal Set #1 73.7 ± 3.0 56.0 ± 1.1 75.9
Signal Set #2 642 ± 6 627 ± 11 97.8
Mean ± SEM (pmol)
Ratio (%)
N-terminal/C-terminal
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6-2-2. 分子標的薬感受性関連分子一斉定量の測定条件最適化
合成および精製を行った各安定同位元素標識タンパク質(Human Ligand Set, 
Mouse Ligand Set, Receptor Set, Signal Set #1, Signal Set #2)の酵素消化産物を用い
て、高感度に検出される 4 種類のプロダクトイオン(Q3)、declustering potential 
(DP)および collision energy (CE)を最適値として選択し、イオン化条件の最適化を
行った(Table 6-3)。Table 6-2 に示した各タンパク質の回収量の中でも C 末端側
に配置されている Monitoring peptide C-terminal (Fig. 6-2)から算出した回収量が
全長合成されたタンパク質量であると考えられるため、Monitoring peptide 
C-terminal から算出した回収量に基づき 100 fmol/injection となるように
LC-MS/MS を用いて分離検出および最適化を行った。各タンパク質は
dithiothreitol で還元し、iodoacetamide を用いてカルバミドメチル化を行った後に
酵素消化を行っている。従って、cysteine を含むペプチドに関してはカルバミド
メチル化体としての m/z を設定した。また、methionine を含むペプチドに関して
は H2O2 を用いて酸化を行い、methionine sulfoxide での m/z を設定した。
最適化の結果、Human Ligand Set では 38 ペプチド中 22 ペプチド、Mouse Ligand 
Setでは 27ペプチド中 16ペプチド、Receptor Setでは 50ペプチド中 48ペプチド、
Signal Set #1 では 32 ペプチド中 27 ペプチド、Signal Set #2 では 25 ペプチド中 23
ペプチドで LC-MS/MS を用いた検出が可能であることが示唆された(Table 6-3)。
なお、ピークが検出されず最適化が行えなかったペプチドに関しては各 Table 中
で”N.D.”と記載している。
また、最適化においてピークの検出が認められた各安定同位元素標識ペプチ
ドに関して安定同位元素標識純度を解析した。一定量(100 fmol/injection)の安定
同位元素標識 Human Ligand Set 消化物、Mouse Ligand Set 消化物、Receptor Set
消化物、Signal Set #1 消化物、Signal Set #2 消化物に関してそれぞれ単独で
LC-MS/MS 測定を行い、非標識体の SRM/MRM transition において検出されたピ
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ークを用いて安定同位元素標識純度を算出した。結果、Table 6-4 に示す通り標
識純度は各ペプチドにおいて 98.6-100.0%の範囲であることが認められた。
Table 6-3 Results of optimization for quantification of proteins in each protein set
Typically, doubly, triply, or quadruply charged precursor ions were selected (Q1). Four 
SRM/MRM transitions per peptide, corresponding to high-intensity fragment ions, were 
selected. N.D.: Not detected.
Species Optimization Species Optimization Species Optimization Species Optimization
Huma n Ligand  Set (N >>> C-terminal) Mo use Ligand Set (N >>> C-terminal) Receptor Set (N >>> C-terminal) Signal Set #1 (N >>> C-terminal)
EGF Hu N.D Heparin-binding  EGF Mo N.D EGFR-all Hu Optimized PTEN Hu / Mo Optimized
Heparin-binding EGF Hu Optimized Amphiregulin (AR) Mo N.D EGFR-WT,vII,IV,V Hu Optimized AKT1-pep1 Hu Optimized
Amphiregulin (AR) Hu N.D Betacellulin (BTC) Mo N.D EGFR-W T,vII~V Hu Optimized AKT1-pep2 Hu / Mo Optimized
Epireg ulin (EPR) Hu Optimized Epiregulin (EPR) Mo Optimized ERBB2-pep1 Hu Optimized AKT2-pep1 Hu Optimized
Epigen Hu Optimized Epigen Mo N.D ERBB2-pep2 Hu Optimized AKT2-pep2 Hu N.D
PDGF-A Hu N.D PDGF-C-pep1 Mo Optimized ERBB3-pep1 Hu Optimized AKT3-pep1 Hu / Mo Optimized
TGF-α Hu N.D PDGF-C-pep2 Mo Optimized ERBB3-pep2 Hu Optimized PIK3CA-pep1 Hu Optimized
PDGF-B Hu / Mo N.D PDGF-D-pep1 Mo Optimized ERBB4-pep1 Hu Optimized mTOR-pep1 Hu Optimized
PDGF-C-pep1 Hu Optimized PDGF-D-pep2 Mo Optimized ERBB4-pep2 Hu Optimized PIK3CA-pep2 Hu / Mo Optimized
PDGF-C-pep2 Hu Optimized VEGF-B Mo Optimized VEGFR1-pep1 Hu Optimized mTOR-pep2 Hu N.D
PDGF-D-pep1 Hu Optimized VEGF-C Mo Optimized VEGFR1-pep2 Hu Optimized RAPTOR-pep1 Hu Optimized
PDGF-D-pep2 Hu N.D VEGF-D-pep1 Mo Optimized VEGFR2-pep1 Hu Optimized AKT3-pep2 Hu / Mo Optimized
VEGF-A-pep1 Hu N.D VEGF-D-pep2 Mo Optimized VEGFR2-pep2 Hu Optimized RAPTOR-pep2 Hu Optimized
VEGF-A-pep2 Hu N.D NRTN-pep1 Mo Optimized PDGFRα-pep1 Hu Optimized RICTOR-pep 1 Hu Optimized
VEGF-B Hu N.D SCF-p ep1 Mo Optimized PDGFRα-pep2 Hu Optimized RICTOR-pep 2 Hu Optimized
VEGF-C Hu Optimized SCF-p ep2 Mo N.D PDGFRβ-pep1 Hu Optimized ARAF-pep2 Hu Optimized
VEGF-D-pep1 Hu Optimized FL-pep1 Mo Optimized PDGFRβ-pep2 Hu Optimized KRAS Hu / Mo Optimized
VEGF-D-pep2 Hu Optimized FL-pep2 Mo Optimized c-kit-pep1 Hu Optimized NF1-pep 1 Hu / Mo Optimized
FL-pep1 Hu Optimized HGF-pep1 Mo N.D c-kit-pep2 Hu Optimized NF1-pep 2 Hu / Mo Optimized
FL-pep2 Hu Optimized TGF-α Mo N.D FLT3-pep1 Hu Optimized ARAF-pep1 Hu Optimized
HGF-pep1 Hu Optimized HGF-pep2 Mo N.D CD33-pep 1 Hu Optimized BRAF-pep1 Hu / Mo Optimized
HGF-pep2 Hu N.D GDNF Mo N.D CD33-pep 2 Hu Optimized BRAF-pep2 Hu / Mo N.D
IGF-1 Hu / Mo Optimized NRTN-pep2 Mo N.D CD37-pep 1 Hu Optimized CRAF-pep1 Hu Optimized
IGF-2-pep1 Hu / Mo N.D ARTN-pep1 Mo Optimized CD37-pep 2 Hu Optimized CRAF-pep2 Hu Optimized
IGF-2-pep2 Hu / Mo N.D ARTN-pep2 Mo Optimized MET-pep1 Hu Optimized MEK1-pep1 Hu / Mo Optimized
NRTN-pep1 Hu Optimized PSPN-pep1 Mo Optimized MET-pep2 Hu Optimized MEK1-pep2 Hu / Mo Optimized
NRTN-pep2 Hu Optimized PSPN-pep2 Mo N.D IGFR-pep1 Hu Optimized MEK2-pep1 Hu N.D
ARTN Hu Optimized IGFR-pep2 Hu / Mo Optimized MEK2-pep2 Hu N.D
PSPN-pep1 Hu Optimized FGFR1 Hu / Mo Optimized ERK1 Hu / Mo Optimized
PSPN-pep2 Hu Optimized FGFR2-pep1 Hu / Mo Optimized ERK2 Hu / Mo Optimized
NRG1 Hu N.D FGFR2-pep2 Hu / Mo Optimized GRB2-pep1 Hu / Mo Optimized
NRG2 Hu / Mo N.D FGFR3-pep1 Hu N.D GRB2-pep2 Hu / Mo Optimized
NRG3 Hu / Mo Optimized FGFR3-pep2 Hu / Mo Optimized
NRG4 Hu Optimized FGFR4-pep1 Hu Optimized Signal Set #2 (N >>> C-terminal)
FGF1-p ep1 Hu / Mo Optimized FGFR4-pep2 Hu N.D STAT1-pep1 Hu Optimized
SCF Hu N.D RET-pep1 Hu Optimized STAT1-pep2 Hu Optimized
FGF1-p ep2 Hu / Mo N.D RET-pep2 Hu Optimized STAT2-pep1 Hu Optimized
FGF2 Hu / Mo Optimized FAK1-pep1 Hu Optimized STAT2-pep2 Hu Optimized
FAK1-pep2 Hu Optimized STAT3-pep1 Hu / Mo Optimized
FAK2-pep1 Hu Optimized STAT3-pep2 Hu / Mo Optimized
FAK2-pep2 Hu Optimized STAT4-pep1 Hu Optimized
VEGFR1-pep1 Mo Optimized STAT5B Hu Optimized
VEGFR1-pep2 Mo Optimized STAT5A-pep2 Hu / Mo Optimized
VEGFR2-pep1 Mo Optimized STAT6-pep1 Hu Optimized
VEGFR2-pep2 Mo Optimized STAT6-pep2 Hu Optimized
PDGFRα-pep1 Mo Optimized HSP90α-pep1 Hu / Mo Optimized
PDGFRα-pep2 Mo Optimized HSP90α-pep2 Hu / Mo N.D
FLT3-pep2 Hu Optimized SRC-pep1 Hu / Mo N.D
PDGFRβ-pep1 Mo Optimized SRC-pep2 Hu / Mo Optimized
PDGFRβ-pep2 Mo Optimized LCK-p ep1 Hu / Mo Optimized
LCK-p ep2 Hu / Mo Optimized
LYN-p ep1 Hu Optimized
LYN-p ep2 Hu / Mo Optimized
STAT5A-pep1 Hu / Mo Optimized
FYN-p ep2 Hu / Mo Optimized
LYK-p ep1 Hu Optimized
LYK-p ep2 Hu Optimized
FYN-p ep1 Hu / Mo Optimized
STAT4-pep2 Hu Optimized
Pep tide name Peptide name Peptide name Peptide name
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Table 6-4 Purity of stable isopope-labeled peptide
Labeling index: Purity of stable isotope-labeled peptide (%)
Species Labeling index (%) Species Labeling index (%) Species Labeling index (%)
Human Ligand Set (N >>> C-terminal) Receptor Set (N >>> C-terminal) Signal Set #1 (N >>> C-terminal)
Heparin-binding EGF Hu 99.5 EGFR-all Hu 99.6 PTEN Hu / Mo 99.6
Epiregulin  (EPR) Hu 99.8 EGFR-WT,vII,IV,V Hu 99.3 AKT1-pep1 Hu 99.2
Epigen Hu 99.9 EGFR-W T,vII~V Hu 99.9 AKT1-pep2 Hu / Mo 99.9
PDGF-C-pep1 Hu 99.7 ERBB2-pep1 Hu 99.9 AKT2-pep1 Hu 99.8
PDGF-C-pep2 Hu 99.7 ERBB2-pep2 Hu 99.6 AKT3-pep1 Hu / Mo 100.0
PDGF-D-pep1 Hu 99.7 ERBB3-pep1 Hu 99.8 PIK3CA-pep1 Hu 99.6
VEGF-C Hu 99.2 ERBB3-pep2 Hu 99.4 mTOR-pep1 Hu 99.8
VEGF-D-pep1 Hu 99.5 ERBB4-pep1 Hu 99.6 PIK3CA-pep2 Hu / Mo 99.4
VEGF-D-pep2 Hu 99.3 ERBB4-pep2 Hu 99.8 RAPTOR-pep1 Hu 98.8
FL-pep1 Hu 99.4 VEGFR1-pep1 Hu 99.9 AKT3-pep2 Hu / Mo 98.9
FL-pep2 Hu 99.9 VEGFR1-pep2 Hu 100.0 RAPTOR-pep2 Hu 99.7
HGF-pep1 Hu 99.1 VEGFR2-pep1 Hu 99.1 RICTOR-pep1 Hu 99.6
IGF-1 Hu / Mo 99.8 VEGFR2-pep2 Hu 99.8 RICTOR-pep2 Hu 99.4
NRTN-pep1 Hu 99.7 PDGFRα-pep1 Hu 98.8 ARAF-pep2 Hu 99.3
NRTN-pep2 Hu 99.1 PDGFRα-pep2 Hu 98.7 KRAS Hu / Mo 98.8
ARTN Hu 99.9 PDGFRβ-pep1 Hu 99.0 NF1-pep1 Hu / Mo 99.4
PSPN-pep1 Hu 99.2 PDGFRβ-pep2 Hu 99.8 NF1-pep2 Hu / Mo 99.0
PSPN-pep2 Hu 99.8 c-kit-pep1 Hu 99.8 ARAF-pep1 Hu 99.6
NRG3 Hu / Mo 99.1 c-kit-pep2 Hu 99.5 BRAF-pep1 Hu / Mo 99.4
NRG4 Hu 99.6 FLT3-pep1 Hu 99.3 CRAF-pep1 Hu 99.8
FGF1-pep1 Hu / Mo 100.0 CD33-pep1 Hu 99.8 CRAF-pep2 Hu 98.9
FGF2 Hu / Mo 99.4 CD33-pep2 Hu 99.8 MEK1-pep1 Hu / Mo 99.2
CD37-pep1 Hu 99.9 MEK1-pep2 Hu / Mo 99.6
Mouse Ligand Set (N >>> C-terminal) CD37-pep2 Hu 99.5 ERK1 Hu / Mo 99.8
Epiregulin  (EPR) Mo 99.9 MET-pep1 Hu 99.7 ERK2 Hu / Mo 99.9
PDGF-C-pep1 Mo 99.9 MET-pep2 Hu 98.9 GRB2-pep1 Hu / Mo 99.7
PDGF-C-pep2 Mo 99.9 IGFR-pep1 Hu 99.9 GRB2-pep2 Hu / Mo 99.8
PDGF-D-pep1 Mo 99.7 IGFR-pep2 Hu / Mo 99.1
PDGF-D-pep2 Mo 99.2 FGFR1 Hu / Mo 99.2 Signal Set #2 (N >>> C-terminal)
VEGF-B Mo 99.7 FGFR2-pep1 Hu / Mo 99.1 STAT1-pep1 Hu 99.4
VEGF-C Mo 99.8 FGFR2-pep2 Hu / Mo 99.2 STAT1-pep2 Hu 99.3
VEGF-D-pep1 Mo 99.5 FGFR3-pep2 Hu / Mo 99.5 STAT2-pep1 Hu 99.1
VEGF-D-pep2 Mo 99.1 FGFR4-pep1 Hu 99.0 STAT2-pep2 Hu 99.8
NRTN-pep1 Mo 99.3 RET-pep1 Hu 99.8 STAT3-pep1 Hu / Mo 99.9
SCF-pep1 Mo 99.1 RET-pep2 Hu 99.6 STAT3-pep2 Hu / Mo 99.7
FL-pep1 Mo 99.7 FAK1-pep1 Hu 99.3 STAT4-pep1 Hu 99.9
FL-pep2 Mo 99.6 FAK1-pep2 Hu 99.7 STAT5B Hu 99.9
ARTN-pep1 Mo 99.3 FAK2-pep1 Hu 99.6 STAT5A-pep2 Hu / Mo 99.4
ARTN-pep2 Mo 99.8 FAK2-pep2 Hu 99.1 STAT6-pep1 Hu 98.6
PSPN-pep1 Mo 99.4 VEGFR1-pep1 Mo 99.8 STAT6-pep2 Hu 99.9
VEGFR1-pep2 Mo 99.9 HSP90α-pep1 Hu / Mo 99.8
VEGFR2-pep1 Mo 99.7 SRC-pep2 Hu / Mo 99.8
VEGFR2-pep2 Mo 99.0 LCK-pep1 Hu / Mo 99.9
PDGFRα-pep1 Mo 99.8 LCK-pep2 Hu / Mo 98.9
PDGFRα-pep2 Mo 100.0 LYN-pep1 Hu 99.9
FLT3-pep2 Hu 99.5 LYN-pep2 Hu / Mo 99.1
PDGFRβ-pep1 Mo 98.9 STAT5A-pep1 Hu / Mo 99.9
PDGFRβ-pep2 Mo 99.4 FYN-pep2 Hu / Mo 99.6
LYK-pep1 Hu 98.8
LYK-pep2 Hu 99.0
FYN-pep1 Hu / Mo 99.3
STAT4-pep2 Hu 99.9
Peptide name Peptide name Peptide name
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6-2-3. 悪性脳腫瘍 xenograft における分子標的薬感受性関連分子一斉定量
米国 Mayo Clinic から提供を受けた GBM xenograft line の whole cell lysate を用
いてHuman Ligand SetおよびMouse Ligand Setに含まれる分子の発現解析を行っ
た。各検体の詳細に関しては第 4 章 89 ページの Table 4-1 に示した。LC-MS/MS
を用いた発現解析に関しては、各サンプルに一定量(100 fmol/injection)の安定同
位元素標識Human Ligand Set消化物またはMouse Ligand Set消化物を内標準ペプ
チドとして添加し、検量線を用いずに内標準ペプチドとのピーク面積比から定
量値を算出した。発現解析の結果、FGF1-pep1_Hu/Mo のみ GBM12 を除く 5 検
体で発現が認められ、その他の分子に関しては全て発現が認められなかった
(Table 6-5)。なお、Table 6-5 で*を付けた定量値は各測定で設定した 4 つの
SRM/MRM transition のうち 2 つの SRM/MRM transition でピークが検出されたも
のであり、信頼性に劣る定量値として記載している。
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Table 6-5 Expression of receptor ligand proteins in whole cell lysate of six GBM 
xenograft lines (Human Ligand Set and Mouse Ligand Set)
Whole cell lysate of GBM xenograft lines were analyzed by multiplexed-SRM/MRM 
analysis using LC-MS/MS. The quantitative values were calculated from peak area ratio 
of endogenous peptides to stable isotope-labeled peptides as internal standards. The 
expression amount of each molecule was determined as the average of two to four 
quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Each value 
represents the mean ± S.E.M. (n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means “under 
limit of quantification.” *The reliability of the calculated values was considered to be 
lower than other detected molecules, since only two among four SRM/MRM transitions 
gave the detectable peaks over 5,000 counts.
MayoGBM6 MayoGBM8 MayoGBM10 MayoGBM12 MayoGBM22 MayoGBM39
Human Ligand Set
Heparin-binding EGF_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Epiregulin (EPR)_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Epigen_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-C-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-C-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-D-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-C_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-D-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-D-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
NRG3_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
NRG4_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FL-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FL-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
HGF-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
IGF-1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
NRTN-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
NRTN-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ARTN_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PSPN-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PSPN-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FGF1-pep1_Hu/Mo 0.367 ± 0.050 1.41 ± 0.10 0.976 ± 0.074 U.L.Q. 0.396 ± 0.052 * 1.32 ± 0.16
FGF2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Mouse Ligand Set
Epiregulin (EPR)_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-C-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-C-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-D-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGF-D-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-B_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-C_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-D-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGF-D-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
SCF-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FL-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FL-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
NRTN-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ARTN-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ARTN-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PSPN-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Quantitative value in whole cell lysate (fmol/ug protein)
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GBM xenograft line の plasma membrane fraction を用いて Receptor Set に含まれ
る分子の発現解析を行った結果を Table 6-6 に示す。先程と同様に、各サンプル
に一定量(100 fmol/injection)の安定同位元素標識 Receptor Set 消化物を内標準ペ
プチドとして添加し、検量線を用いずに内標準ペプチドとのピーク面積比から
定量値を算出した。発現解析の結果、EGFR 関連ペプチド 3 種類および
FAK1-pep2_Hu の発現が全ての検体で発現が認められた(Table 6-6)。また、
IGFR-pep1_Hu および IGFR-pep2_Hu/Mo に関しては GBM39 を除く 5 検体で発現
が認められた。さらに、一部の検体において発現が認められた分子としては
ERBB2-pep1_Hu, ERBB2-pep2_Hu, PDGFRα-pep1_Hu, PDGFRα-pep2_Hu, 
PDGFRβ-pep1_Hu, PDGFRβ-pep2_Hu, MET-pep2_Hu, RET-pep1_Hu, RET-pep2_Hu, 
FAK1-pep1_Hu, FAK1-pep2_Hu が挙げられた。一方で、マウス由来の分子を特異
的に検出するペプチドの中では PDGFRβ-pep1_Mo の発現が全ての検体で認めら
れ、解析を行った組織検体にはマウス由来の PDGFRβ が発現していることが示
唆された(Table 6-6)。なお、Table 6-6 で*を付けた定量値は各測定で設定した 4
つの SRM/MRM transitionのうち 2 つの SRM/MRM transitionでピークが検出され
たものであり、信頼性に劣る定量値として記載している。
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Table 6-6 Expression of receptor proteins in plasma membrane fraction of six 
GBM xenograft lines (Receptor Set)
Plasma membrane fraction of GBM xenograft lines were analyzed by 
multiplexed-SRM/MRM analysis using LC-MS/MS. The quantitative values were 
calculated from peak area ratio of endogenous peptides to stable isotope-labeled 
peptides as internal standards. The expression amount of each molecule was determined 
as the average of two to four quantitative values from four SRM/MRM transitions of 
one analysis. Each value represents the mean ± S.E.M. (n=2-4 SRM/MRM transitions). 
U.L.Q. means “under limit of quantification.” *The reliability of the calculated values 
was considered to be lower than other detected molecules, since only two among four 
SRM/MRM transitions gave the detectable peaks over 5,000 counts.
MayoGBM6 MayoGBM8 MayoGBM10 MayoGBM12 MayoGBM22 MayoGBM39
Human specific or human/mouse common
EGFR-all_Hu 28.0 ± 0.7 108 ± 4 5.12 ± 0.19 17.6 ± 0.5 4.14 ± 0.25 57.6 ± 1.3
EGFR-WT,vII,IV,V_Hu 2.16 ± 0.13 115 ± 4 5.06 ± 0.10 18.6 ± 0.5 4.07 ± 0.07 3.66 ± 0.11
EGFR-WT,vII~V_Hu 29.7 ± 0.2 112 ± 4 5.01 ± 0.20 19.4 ± 0.9 4.09 ± 0.16 61.3 ± 1.4
ERBB2-pep1_Hu 0.377 ± 0.133 * 0.530 ± 0.134 * 0.415 ± 0.085 * U.L.Q. 0.186 ± 0.019 * U.L.Q.
ERBB2-pep2_Hu 0.250 ± 0.074 * 0.287 ± 0.002 * 0.430 ± 0.046 * U.L.Q. 0.197 ± 0.076 * U.L.Q.
ERBB3-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ERBB3-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ERBB4-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ERBB4-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR1-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR1-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR2-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR2-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGFRα-pep1_Hu 9.80 ± 0.91 U.L.Q. U.L.Q. 42.5 ± 4.7 U.L.Q. U.L.Q.
PDGFRα-pep2_Hu 11.6 ± 1.1 1.73 ± 0.19 * 3.42 ± 0.43 45.4 ± 5.6 U.L.Q. U.L.Q.
PDGFRβ-pep1_Hu 0.290 ± 0.067 * U.L.Q. 0.732 ± 0.077 U.L.Q. 0.641 ± 0.130 U.L.Q.
PDGFRβ-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. 0.667 ± 0.182 U.L.Q. 0.491 ± 0.110 U.L.Q.
c-kit-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
c-kit-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FLT3-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FLT3-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
CD33-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
CD33-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
CD37-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
CD37-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
MET-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
MET-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. 1.00 ± 0.09 0.983 ± 0.043
IGFR-pep1_Hu 0.737 ± 0.060 0.582 ± 0.044 0.623 ± 0.055 0.644 ± 0.042 0.451 ± 0.021 U.L.Q.
IGFR-pep2_Hu/Mo 1.20 ± 0.09 1.33 ± 0.14 1.34 ± 0.08 * 0.834 ± 0.062 0.928 ± 0.088 U.L.Q.
FGFR1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FGFR2-pep1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FGFR2-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FGFR3-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FGFR4-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
RET-pep1_Hu 0.258 ± 0.019 0.162 ± 0.030 U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
RET-pep2_Hu 0.379 ± 0.074 U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FAK1-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. 1.22 ± 0.09 * U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FAK1-pep2_Hu 0.592 ± 0.009 * 0.639 ± 0.040 * 2.27 ± 0.11 0.522 ± 0.047 * 0.292 ± 0.041 * 1.09 ± 0.01 *
FAK2-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FAK2-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Mouse specific
VEGFR1-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR1-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR2-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
VEGFR2-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGFRα-pep1_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGFRα-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PDGFRβ-pep1_Mo 0.688 ± 0.082 * 0.825 ± 0.050 * 2.07 ± 0.31 * 0.743 ± 0.189 * 0.425 ± 0.050 * 1.07 ± 0.03 *
PDGFRβ-pep2_Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Quantitative value in plasma membrane fraction (fmol/ug protein)
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GBM xenograft line の whole cell lysate を用いて Signal Set #1 および Signal Set#2
に含まれる分子の発現解析を行った結果を Table 6-7 に示す。先程と同様に、各
サンプルに一定量(100 fmol/injection)の安定同位元素標識 Signal Set #1 消化物ま
たは Signal Set #2 消化物を内標準ペプチドとして添加し、検量線を用いずに内標
準ペプチドとのピーク面積比から定量値を算出した。発現解析の結果、
PI3K/AKT 経路に関連する分子の中では AKT1-pep1_Hu, AKT1-pep2_Hu/Mo, 
AKT3-pep1_Hu/Mo, RAPTOR-pep2_Hu の発現が認められた(Table 6-7)。MAPK 経
路 に 関 連 す る 分 子 の 中 で は 、 KRAS_Hu/Mo, MEK1-pep1_Hu/Mo, 
MEK1-pep2_Hu/Mo, ERK1_Hu/Mo, ERK2_Hu/Mo, GRB2-pep1_Hu/Mo, 
GRB2-pep2_Hu/Mo の発現が認められた(Table 6-7)。特に、MEK1-pep2_Hu/Mo, 
ERK1_Hu/Mo, ERK2_Hu/Mo に関しては全ての検体で発現が認められた。その他
の 経 路 に 関 連 す る 分 子 の 中 で は STAT1-pep1_Hu, STAT1-pep2_Hu, 
STAT2-pep2_Hu, STAT3-pep1_Hu/Mo, STAT3-pep2_Hu/Mo, STAT5A-pep2_Hu/Mo, 
HSP90α-pep1_Hu/Mo, SRC-pep2_Hu/Mo, LYN-pep1_Hu, FYN-pep1_Hu/Mo の発現
が認められた(Table 6-7)。これらの分子の中でも HSP90α-pep1_Hu/Mo に関して
は全ての検体で発現が認められ、かつ発現量が 31.8~68.8 fmol/μg protein である
ことから、今回解析を行った分子の中でも非常に高発現していることが認めら
れた。なお、Table 6-7 で*を付けた定量値は各測定で設定した 4 つの SRM/MRM 
transition のうち 2 つの SRM/MRM transition でピークが検出されたものであり、
信頼性に劣る定量値として記載している。
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Table 6-7 Expression of receptor ligand proteins in whole cell lysate of six GBM 
xenograft lines (Signal Set #1 and Signal Set #2)
Whole cell lysate of GBM xenograft lines were analyzed by multiplexed-SRM/MRM 
analysis using LC-MS/MS. The quantitative values were calculated from peak area ratio 
of endogenous peptides to stable isotope-labeled peptides as internal standards. The 
expression amount of each molecule was determined as the average of two to four 
quantitative values from four SRM/MRM transitions of one analysis. Each value 
represents the mean ± S.E.M. (n=2-4 SRM/MRM transitions). U.L.Q. means “under 
limit of quantification.” *The reliability of the calculated values was considered to be 
lower than other detected molecules, since only two among four SRM/MRM transitions 
gave the detectable peaks over 5,000 counts.
MayoGBM6 MayoGBM8 MayoGBM10 MayoGBM12 MayoGBM22 MayoGBM39
PI3K/AKT pathway
PTEN_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
AKT1-pep1_Hu U.L.Q. 1.49 ± 0.32 1.36 ± 0.44 * 1.31 ± 0.30 * U.L.Q. U.L.Q.
AKT1-pep2_Hu/Mo 0.719 ± 0.010 1.02 ± 0.09 0.695 ± 0.006 * 0.939 ± 0.040 U.L.Q. U.L.Q.
AKT2-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
AKT3-pep1_Hu/Mo 0.241 ± 0.018 * 0.244 ± 0.019 U.L.Q. 0.251 ± 0.014 0.116 ± 0.021 * 0.235 ± 0.043
AKT3-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
mTOR-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PIK3CA-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
PIK3CA-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
RAPTOR-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
RAPTOR-pep2_Hu U.L.Q. 0.436 ± 0.032 * 0.483 ± 0.054 * U.L.Q. U.L.Q. 0.409 ± 0.039 *
RICTOR-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
RICTOR-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
MAPK pathway
KRAS_Hu/Mo 1.20 ± 0.35 * 1.43 ± 0.14 1.47 ± 0.04 U.L.Q. U.L.Q. 2.13 ± 0.45
ARAF-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
ARAF-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
BRAF-pep1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
CRAF-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
CRAF-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
MEK1-pep1_Hu/Mo 9.72 ± 2.27 4.16 ± 1.11 * 9.63 ± 1.22 2.91 ± 0.74 * U.L.Q. 6.89 ± 0.58 *
MEK1-pep2_Hu/Mo 3.99 ± 0.25 1.32 ± 0.08 3.76 ± 0.12 1.40 ± 0.19 2.41 ± 0.25 1.53 ± 0.09
ERK1_Hu/Mo 1.28 ± 0.16 1.60 ± 0.23 2.28 ± 0.13 1.21 ± 0.21 1.79 ± 0.11 2.63 ± 0.16
ERK2_Hu/Mo 5.92 ± 0.10 7.57 ± 0.15 3.37 ± 0.27 3.00 ± 0.19 3.45 ± 0.12 3.54 ± 0.24
GRB2-pep1_Hu/Mo 1.27 ± 0.05 * 0.773 ± 0.027 * 2.09 ± 0.43 U.L.Q. U.L.Q. 1.34 ± 0.16
GRB2-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. 2.17 ± 0.13 * 1.78 ± 0.23 * U.L.Q. U.L.Q.
NF1-pep1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
NF1-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Other pathway
STAT1-pep1_Hu 1.20 ± 0.07 1.47 ± 0.12 U.L.Q. U.L.Q. 2.24 ± 0.24 2.03 ± 0.15
STAT1-pep2_Hu 2.99 ± 0.08 4.91 ± 0.61 1.56 ± 0.13 * 1.54 ± 0.45 5.88 ± 0.44 6.20 ± 0.61
STAT2-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT2-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. 1.74 ± 0.21 0.927 ± 0.105 *
STAT3-pep1_Hu/Mo 0.638 ± 0.052 1.47 ± 0.26 2.08 ± 0.20 0.540 ± 0.005 0.803 ± 0.065 1.96 ± 0.20
STAT3-pep2_Hu/Mo U.L.Q. 1.01 ± 0.12 1.58 ± 0.10 U.L.Q. 0.714 ± 0.010 * 1.50 ± 0.22
STAT4-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT4-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT5A-pep1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT5A-pep2_Hu/Mo U.L.Q. 8.11 ± 0.11 * U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT5B_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT6-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
STAT6-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
HSP90α-pep1_Hu/Mo 34.0 ± 3.4 44.8 ± 2.2 68.8 ± 0.6 39.3 ± 1.2 42.5 ± 1.0 31.8 ± 1.8
SRC-pep2_Hu/Mo 0.484 ± 0.032 0.379 ± 0.071 * 0.338 ± 0.024 0.187 ± 0.007 * 0.669 ± 0.063 0.348 ± 0.055 *
LCK-pep1_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
LCK-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
LYN-pep1_Hu U.L.Q. 0.542 ± 0.050 0.363 ± 0.074 U.L.Q. 0.640 ± 0.141 U.L.Q.
LYN-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
LYK-pep1_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
LYK-pep2_Hu U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
FYN-pep1_Hu/Mo 1.79 ± 0.09 1.48 ± 0.04 1.05 ± 0.07 U.L.Q. 0.894 ± 0.100 * 1.61 ± 0.15
FYN-pep2_Hu/Mo U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q. U.L.Q.
Quantitative value in whole cell lysate (fmol/ug protein)
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第 3 節 考察
本研究では分子標的薬の感受性に関与すると考えられる分子の定量用ペプチ
ドを数珠つなぎにした安定同位元素標識内標準タンパク質を人工的に作製し、
この合成タンパク質を用いることでGBM xenograft lineにおける分子標的薬感受
性関連分子の一斉定量を行った。
Ligand Set を用いた増殖因子受容体リガンド分子の発現解析の結果、FGF1 の
み GBM xenograft line において発現が認められ、その他の分子は全て発現が認め
られなかった(Table 6-5)。これらリガンドは細胞外へと放出された後に速やかに
各受容体に結合することで内在化および分解されるため(Harris et al., 2003, 
Oshima et al., 2012)、多くのリガンド分子の発現が認められなかったと考えられ
る。FGF および FGF をリガンドとする FGFR を起点とするシグナル経路は血管
新生等に関与することが報告されており、FGFR の tyrosine kinase inhibitor
(FGFR-TKI)の開発も進んでいる(Turner and Grose, 2010)。しかし、Table 6-6 に示
す通り、今回解析を行った 6 検体の GBM xenograft line では FGF をリガンドと
する FGFR1~4 の発現がいずれも認められなかったことから、FGF/FGFR シグナ
ルの寄与は小さいと考えられる。
第 4 章の結果から、GBM xenograft line plasma membrane fraction において増殖
因子受容体関連の膜タンパク質として EGFR, PDGFRα, PDGFRβ, ERBB2 の発現
が認められた(Table 4-2)。Receptor Set を用いた増殖因子受容体関連分子の発現
解析の結果、前述した 4 分子に加え MET, IGFR, RET, FAK1 の発現が GBM 
xenograft line において認められ(Table 6-6)、これらの分子に関しても分子標的療
法のターゲット候補分子となる可能性がある。また、第 4章でも述べたが erlotinib
を含む EGFR-TKI に対する耐性には MET の過剰発現やリン酸化、そして MET
のリガンドである HGF の過剰発現、さらに IGFR を介した増殖シグナルの亢進
などが認められることが報告されている(Nguyen et al., 2009, Rosenzweig, 2012)。
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これはMET および IGFRが EGFRと共通の下流シグナル経路(PI3K/Akt 経路およ
び MAPK 経路)を有していることで、EGFR をのみを阻害したとしても MET ま
たは IGFR を起点とするシグナルの存在のためにこれら下流シグナル経路が阻
害しきれていないことが理由として考えられる。しかし、Table 6-6 に示す通り、
解析を行った GBM xenograft line 間での MET および IGFR の発現量に大きな個
人差は認められず、EGFR-TKI である erlotinib 耐性検体である MayoGBM6, 
MayoGBM8, MayoGBM10 で高発現しているという結果とはなっていない。従っ
て、これら検体における erlotinib 耐性に対する MET および IGFR の寄与は低い
と考えられる。一方で、RET の発現は MayoGBM6 および MayoGBM8 において
のみ認められており、これらの検体はともに erlotinib 耐性の検体である。RET
は甲状腺乳頭癌で発現が認められる受容体型チロシンキナーゼであり、GDNF, 
NRTN, ARTNをリガンドとすることが報告されている(Phay and Shah, 2010)。RET
発現が erlotinib 耐性に関与しているという報告はされていないが、RET も MET
および IGFR と同様に下流シグナル経路として PI3K/Akt 経路および MAPK 経路
を有している(Phay and Shah, 2010)。従って、MET および IGFR と同様のメカニ
ズムで RET が MayoGBM6 および MayoGBM8 の EGFR-TKI 耐性に関与する可能
性がある。特に、第 4 章の結果で EGFR および EGFRvIII 発現のみでは erlotinib
感受性を説明できなかった MayoGBM6 に関しては第 5 章の結果から EGFR 全体
の発現に対する EGFR 自己リン酸化体発現割合で説明が可能であることが示唆
されたが、RET 発現の観点からも説明が可能であると考えられる。MayoGBM6
は第 4 章 Table 4-1 に示す全ての抗癌剤に対して耐性であり、第 4 章の結果から
PDGFRα に対する分子標的薬である sunitinib および sorafenibが MayoGBM6 に対
して有効である可能性がある。これに加え、本章の結果から MayoGBM6 に対す
る分子標的療法のターゲット候補分子として RET が挙げられる。VEGFR および
EGFR の tyrosine kinase inhibitor である vandetanib は RET に対しても阻害作用を
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有していることが報告されており、RET 発現細胞株およびマウスを用いた実験
で vandetanib は腫瘍増殖を抑制することが報告されている(Carlomagno et al., 
2002, Santoro et al., 2004)。従って、MayoGBM6 に対しては sunitinib および
sorafenib に加え vandetanib も有効である可能性がある。
Signal Set を用いた細胞内シグナル伝達関連分子の発現解析の結果、PI3K/AKT
経路および MAPK 経路のそれぞれで複数分子の発現が認められた(Table 6-7)。
さらに、発現している分子の中でも PI3K/AKT 経路分子と比較して MAPK 経路
分子で発現量が高い傾向が認められた。従って、発現量に基づいて考察した場
合、GBM xenograft line における増殖因子受容体の細胞内シグナル経路は
PI3K/AKT 経路と比較して MAPK 経路が亢進している可能性がある。しかし、
これら細胞内シグナル伝達の実体は各分子のリン酸化等であり(Levitzki and 
Klein, 2010)、高発現していても必ずしも主なシグナル経路であるとは言えない。
また、その他の経路で主に発現が認められた分子としては STAT1, STAT3, 
HSP90α, SRC, FYN などが挙げられる(Table 6-7)。特に、HSP90α はその他の分子
と比較して非常に高発現していることが認められた。HSP90α は細胞内タンパク
質の 1~2%を占め、細胞質に最も多く存在するタンパク質の一つであることが知
られており、本発現解析結果はそのことを反映している結果であると考えられ
る。HSP90α は EGFR や ERBB2, AKT 等多くのタンパク質の正確なフォールディ
ングや活性化状態の維持など腫瘍細胞の増殖浸潤に関わっていると考えられて
いる(Whitesell and Lindquist, 2005)。HSP90α 阻害剤である geldanamycin は正常細
胞に発現するHSP90αと比較して腫瘍細胞に発現するHSP90αに対して高い親和
性を有することが報告されていることから(Kamal et al., 2003)、GBM xenograft に
おいて HSP90α は分子標的療法の標的となり得る可能性がある。Table 6-7 に示
す通り、今回の発現解析結果から様々な細胞内シグナル伝達関連分子の発現が
認められたが、各検体間における各分子の大きな発現量差は認められなかった。
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第 3 章(ヒト悪性脳腫瘍組織)や第 4 章(GBM xenograft line)の結果から、増殖因子
受容体発現量の個人差は非常に大きいことが示唆されていることから、タンパ
ク質発現量に基づいて考えた場合、腫瘍増殖シグナルの起点となっている増殖
因子受容体の発現が分子標的薬感受性の個人差を考えるうえで重要であると考
えられる。
以上、第 6 章の結論として、GBM xenograft における分子標的薬感受性関連分
子の一斉定量を行った結果、細胞内シグナル伝達関連分子の発現量と比較して
増殖因子受容体発現量の個人差が大きいことが示唆された。また、分子標的療
法を行う際のターゲット候補となる新たな増殖因子受容体の発現が認められ、
分子標的薬選択の幅が拡大できることが示唆された。さらに、第 5 章において
EGFR自己リン酸化体発現割合で erlotinib感受性の説明が可能であることが示唆
された MayoGBM6 に関して、RET 発現の観点からも説明できる可能性が見出さ
れた。
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第 7 章 結論および展望
本研究では、悪性腫瘍における抗癌剤感受性変動の要因を明らかとすること
を目指して、(i) in vitro 系培養細胞株における薬剤感受性変動に関与するトラン
スポーターの同定、(ii) ヒト悪性脳腫瘍組織検体における膜タンパク質発現プロ
ファイルの解明および個別化分子標的療法のターゲット候補となり得る分子の
同定、(iii) 悪性脳腫瘍 xenograft line における抗癌剤感受性変動に関与する膜タ
ンパク質の同定、(iv) 悪性脳腫瘍 xenograft line における erlotinib 感受性に対する
EGFR 自己リン酸化体発現量の関与の解明、(v) 悪性脳腫瘍 xenograft line におけ
る分子標的薬感受性関連分子発現プロファイルの解明を行った。
第 2 章では、胃癌細胞株においては etoposide 感受性変動に MRP1 発現量が、
乳癌細胞株においては MTX 感受性変動に RFC1 および FPGS がそれぞれ関与し
ていることが示唆された。また、詳細なメカニズムに関しては未だ不明ではあ
るが GLUT1 や 4F2hc の発現量に関しても薬剤感受性変動に関与する可能性があ
ると考えられた。このように、定量的標的プロテオミクスを用いることで、多
数の薬剤感受性候補分子の中から実際に薬剤感受性の変動に主な関与を示す分
子を同定することが可能であることが示唆され、本手法が本研究の目的を達成
するために有用であることが認められた。
個別化分子標的療法の臨床応用を目指すにあたり、実際の臨床組織検体にお
ける膜タンパク質の発現情報を得ることは避けては通れない。そこで、第 3 章
では、ヒト悪性脳腫瘍組織検体における複数膜タンパク質の同時絶対定量を行
うことで、膜タンパク質の発現プロファイルを明らかとした。その結果、複数
の増殖因子受容体が悪性脳腫瘍における分子標的治療のターゲット候補分子と
なり得ることが認められた。特に、EGFR に関しては悪性脳腫瘍組織検体におい
て高頻度で発現が認められ、さらにその発現量の個人差が非常に大きいことが
149
認められた。また、トランスポータータンパク質の細胞膜上での発現量に関し
ても個人差が存在することも認められた。従って、これらの膜タンパク質発現
の個人差が薬剤感受性変動の要因となっていると考えられ、悪性脳腫瘍に対す
る個別化治療の必要性が示唆された。また、MCT1 や MCT4, JAM-A などが悪性
脳腫瘍の浸潤能に関与している可能性があり、これらのタンパク質が新しい創
薬ターゲット候補となる可能性がある。これらの知見は定量的標的プロテオミ
クスの手法に基づく悪性脳腫瘍における複数膜タンパク質の同時絶対定量が悪
性脳腫瘍の今後の効果的な治療法の確立に新たな可能性を切り開くと考えてい
る。また、実際に本定量解析の結果 PDGFRβ が高発現している患者に対し
PDGFRβ を標的とする sunitinib を投与したところ腫瘍の縮小が認められたこと
からも、本手法の臨床応用への可能性が示された。
In vivo 組織を用いて膜タンパク質発現量が薬剤感受性変動の要因となるかを
明らかにするため、第 4 章ではヒト GBM 組織検体から作製した GBM xenograft 
line を用いた解析を行った。その結果、EGFRvIII の発現割合が高く PTEN 発現
が認められる検体では EGFR に対する分子標的薬である erlotinib に対する感受
性が高くなることが認められ、EGFRvIII の発現割合が erlotinib 感受性変動の原
因の一つであることが示唆された。また、GBM に対する標準治療薬に対して耐
性である MayoGBM6 のケースに示す通り、GBM xenograft line における複数の
膜タンパク質の発現解析を行うことで第二第三の治療方針を行うための分子標
的療法のターゲット候補分子を複数選択することが可能であることが認められ
た。
しかし、一方で EGFRvIII の発現割合のみでは erlotinib 感受性を説明できない
検体も一部認められたことから、EGFRvIII 発現以外の因子が erlotinib 感受性に
関与していることが示唆された。従って、第 5 章では EGFR の自己リン酸化に
着目をし、複数の EGFR 自己リン酸化体を LC-MS/MS を用いて直接同時に絶対
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定量する手法を確立し、GBM xenograft line における erlotinib 感受性の変動に
EGFR 自己リン酸化体発現量が関与しているかを解析した。EGFR の自己リン酸
化部位である EGFRpY1172 および EGFRpY1197 に関して直接絶対定量する手法
を確立し、in vivo 組織である GBM xenograft line において EGFR 自己リン酸化体
の発現を検出することが可能であることが示された。また、第 4 章で EGFR お
よび EGFRvIII 発現量のみでは一部説明ができなかった erlotinib 感受性に関して
も、EGFR 全体の発現に対する EGFR 自己リン酸化体発現割合によって説明が可
能となることが示唆された。
第 5 章までは膜タンパク質を主な解析対象として研究を行っていたが、増殖
因子受容体を起点とする腫瘍増殖シグナルには増殖因子受容体に加え受容体リ
ガンドおよび細胞内シグナル伝達関連分子の発現に関しても考慮に入れる必要
があると考えられた。従って、第 6 章では安定同位元素標識タンパク質を内標
準物質として使用し、GBM xenograft における分子標的薬感受性関連分子の一斉
定量を行った。その結果、細胞内シグナル伝達関連分子の発現量と比較して増
殖因子受容体発現量の個人差が大きいことが示唆された。また、分子標的療法
を行う際のターゲット候補となる新たな増殖因子受容体の発現が認められ、分
子標的薬選択の幅が拡大できることが示唆された。また、第 5 章において EGFR
自己リン酸化体発現割合で erlotinib 感受性の説明が可能であることが示唆され
た MayoGBM6 に関して、RET 発現の観点からも感受性を説明できる可能性が見
出された。
このように、本研究は悪性腫瘍における抗癌剤感受性変動の要因となり得る
分子を複数同定した点、ヒト臨床組織検体における膜タンパク質発現プロファ
イルを明らかにすることで分子標的療法のターゲット候補分子を同定すること
が可能になった点で意義が大きく、悪性腫瘍に対する個別化治療の実現に向け
た研究に大きな発展をもたらす成果であると考えられる。
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第 8 章 試薬および実験方法
第 1 節 試薬
放射活性体および阻害剤
[3’, 5’, 7-3H]methotrexate disodium salt Moravek Biochemicals Inc., CA, USA
MK571 Alexis Biochemicals, CA, USA
MTX ポリグルタミル化体
以下に示す MTX ポリグルタミル化体は全て Schircks Laboratories (Jona, Switzerland)か
ら購入した。
MTX-Glu2 (4-amino-10-methylpteroyl-di-γ-L-glutamic acid ammonium salt)
MTX-Glu3 (4-amino-10-methylpteroyl-tri-γ-L-glutamic acid ammonium salt)
MTX-Glu4 (4-amino-10-methylpteroyl-tetra-γ-L-glutamic acid ammonium salt)
MTX-Glu5 (4-amino-10-methylpteroyl-penta-γ-L-glutamic acid ammonium salt)
MTX-Glu6 (4-amino-10-methylpteroyl-hexa-γ-L-glutamic acid ammonium salt)
MTX-Glu7 (4-amino-10-methylpteroyl-hepta-γ-L-glutamic acid ammonium salt)
細胞培養関連試薬
RPMI1640 medium Invitrogen, Washington DC, USA
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Nissui Pharmacetical, Tokyo, Japan
Fetal bovine serum (FBS) Moregate, Bulimba, Australia
0.25% Tripsin-EDTA GIbco, invitrogen cell culture, Tokyo, Japan
EGF Recombinant Human Protein Life Technologies, CA, USA
遺伝子関連試薬
GENECLEAN II KIT BIO101, CA, USA
TAKARA Ex Taq Takara, Shiga, Japan
DNA ligation kit <Mighty mix> Takara, Shiga, Japan
Quantum Prep Plasmid Miniprep kit Bio-Rad, CA, USA
BamHI Takara bio inc., Shiga, Japan
EcoRI Takara bio inc., Shiga, Japan
Competent high E. coil DH5α TOYOBO CO, Osaka, Japan
タンパク質関連試薬
無細胞くん Quick TAIYO NIPPON SANSO, Tokyo, Japan
無細胞くん SI TAIYO NIPPON SANSO, Tokyo, Japan
安定同位元素標識アミノ酸水溶液 Lys, Arg- 13C,15N TAIYO NIPPON SANSO, Tokyo, Japan
HisPurTM Cobalt Spin Columns, 1 mL Thermo, Fisher Scientific, IL, USA
Strep-Tactin® Sepharose® Column IBA, Germany
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) Bio-Rad, CA, USA
DC-protein assay Bio-Rad, CA, USA
Protease inhibitor cocktail Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA
Lysyl endoprptidase Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan
Sequencing Grade modified trypsin Promega Corporation, WI, USA
PhosSTOP Roche Applied Science, Basel, Switzerland
抗体
Rabbit polyclonal anti EGFR antibody (ab2430) abcam, Cambridge, UK
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Rabbit polyclonal anti EGFR (phospho Y1172) antibody (ab47364) abcam, Cambridge, UK
Rabbit polyclonal anti EGFR (phospho Y1197) antibody (ab47394) abcam, Cambridge, UK
Mouse monoclonal anti β-actin antibody, Clone AC-74 (A2228) SIGMA-Aldrich, MO, USA
HRP 標識 Anti rabbit IgG KPL, Washington D.C., USA
HRP 標識 Anti mouse IgG Chemicon, Temecula, CA,USA
ECL Prime GE Healthcare, Uppsala, Sweden
定量用ペプチドプローブ
LC-MS/MS による膜タンパク質および酵素タンパク質絶対定量に用いたペプチド標
品および対応する安定同位元素標識内標準ペプチドは Thermo-electron Corporation 
(Sedanstrabe, Germany)から購入した。
その他の試薬
LC-MS/MS の移動相には LC-MS グレードの acetonitrile (Wako pure chemical industries, 
Osaka, Japan)を用いた。その他の試薬は特に記載が無い限り、いずれも市販の特級品を
用いた。
第 2 節 細胞培養およびサンプル調製
癌細胞パネルに含まれる細胞株の培養
癌細胞パネルに含まれる胃癌細胞株および乳癌細胞株は公益財団法人がん研究会が
ん化学療法センター分子薬理部の矢守隆夫氏から提供を受けた。これらの細胞株は加湿
された 5% CO2/air 下、37
oC で培養した。培地には 5% fetal bovine serum, 70 µg/mL 
benzylpenicillin potassium, 100 µg/mL streptomycin sulfate, 24 mM NaHCO3 を含む
RPMI1640 medium を用いた。培養容器として tissue culture 10 mm dish (Becton Dickinson, 
Lincoln, Park, NJ)を用い、細胞の継代は 80-90%コンフルエントに達した時に 0.25% 
tripsin-EDTA を用いて細胞を回収し、4-6 倍に希釈して新しい培養容器に播種すること
で行った。細胞を長期間保存する場合はセルバンカー(Nippon Zenyaku Kogyo Co., 
Fukushima, Japan)に懸濁して-80oC 下で凍結した後、液体窒素内で保存した。
癌パネル細胞株に含まれる細胞株からの crude membrane fraction の調製
第 2 章で使用した癌細胞パネルに含まれる胃癌細胞株および乳癌細胞株の培養懸濁
液から遠心操作 (120 g, 5 min, 4oC)によって細胞を回収した。これを 2 mL の ice-cold 
suspension buffer (250 mM sucrose, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)および 20 µL の protease 
inhibitor cocktailに懸濁し、窒素ガス細胞粉砕器を用いた nitrogen cavitation法 (450 psi, 15 
min, 4oC)によって細胞を破砕した。細胞破砕液を回収して protease inhibitor cocktail を 45 
µL 添加し、細胞破砕液を遠心 (10,000 g, 10 min, 4oC)することで debris 画分を取り除き、
上清を回収した。回収した上清は超遠心(100,000 g, 60 min, 4oC)を行い、得られたペレッ
トを crude membrane fraction とした。この crude membrane fraction は ice-cold suspension 
buffer に懸濁した。
組織検体からの plasma membrane fraction の調製
第 3 章で使用した Table 3-1 に示す脳腫瘍検体および非腫瘍脳組織については金沢大
学大学院医学系研究科 脳・脊髄機能制御学 濱田潤一郎 教授および中田光俊 講師から
提供を受けた 。また、非腫瘍脳組織 のうち ABS111174161, ABS352JK00909, 
ABS2467970101 の 3 検体については Analytical Biological Services Inc. (Wilmington, DE, 
USA)から購入した。なお、本研究にあたっては東北大学大学院薬学研究科および金沢
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大学大学院医学系研究科の倫理委員会の承認を受けた。第 4~6 章で使用した Table 4-1
に示す GBM xenograft line については米国 Mayo Clinic, Department of Radiation Oncology
の Jann N. Sarkaria, M.D.から提供を受けた。なお、本研究にあたっては東北大学大学院
薬学研究科および米国 Mayo Clinic の倫理委員会の承認を受けた。
凍結保存された検体をミンスし、1/100 量の PMSF および protease inhibitor cocktail を
含む ice-cold hypotonic buffer (10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)を加え
た。テフロン製ホモジナイザーを用いて 10 ストロークした後に 30 分間氷中で静置し、
さらに 20 ストロークして得られた破砕組織懸濁液を whole tissue lysate とした。顕微鏡
で組織の状態を観察して細胞が十分に破砕されていない場合には、破砕組織懸濁液を窒
素ガス細胞粉砕器に移し nitrogen cavitation 法 (450 psi, 15 min, 4oC)によって細胞を破砕
した。この破砕組織懸濁液を遠心 (10,000 g, 10 min, 4oC)することで debris 画分を取り除
き、上清を回収した。回収した上清は超遠心 (100,000 g, 40 min, 4oC)を行い得られたペ
レットを ice-cold suspension buffer で懸濁した。この懸濁液を 38% sucrose (10 mM 
Tris-HCl, pH 7.4)の上に重層して超遠心 (100,000 g, 40 min, 4oC)し、中間層を回収した。
これを再度超遠心 (100,000 g, 40 min, 4oC)し、得られたペレットを plasma membrane 
fraction とした。この plasma membrane fraction は ice-cold suspension buffer に懸濁した。
なお、第 5 章でリン酸化 EGFR 発現解析に用いた plasma membrane fraction を調製した
際は全ての実験過程で phosphatase inhibitorである PhosSTOP を付属プロトコルの推奨濃
度(1 錠/10 mL)となるように添加したバッファを使用して調製を行った。
第 3 節 LC-MS/MS によるタンパク質絶対定量法
定量ペプチドプローブの設計
定量対象とするタンパク質のアミノ酸配列情報は ExPasy Proteomic Server 
(http://au.expacy.org/)の Swiss-prot/TrEMBL (UniProt)データベースから入手した。Trypsin
消化して得られると考えられるペプチド配列に対して、当研究室で確立したペプチドプ
ローブ選択クライテリアを満たす配列(以下の 1~8 の条件を必ず満たし、かつ 9~10 の条
件をより多く満たす配列)を定量ペプチドプローブとして選択した(Kamiie et al., 2008, 
Ohtsuki et al., 2011, Uchida et al., 2013)。
1. 対象とするタンパク質に特異的な配列であること
2. Methionine および cysteine を含まないこと
3. Trypsin 消化アミノ酸(lysine, arginine)が連続していないこと
4. トリプシン消化部位の次のアミノ酸が proline ではないこと
5. アミノ酸残基数が 6~16 残基であること(8~10 残基が望ましい)
6. 膜貫通部位ではないこと
7. N 型糖鎖修飾を受ける配列を含まないこと
8. 修飾・変異・SNPs が報告されていないこと
9. Histidine を含まないこと(質量分析装置でのペプチド感度低下)
10. Proline または glycine を含むこと(質量分析装置でのペプチド感度増加)
選択した定量ペプチド配列について、ペプチド標品および対応する安定同位元素標識
アミノ酸(13C, 15N)を含む内標準ペプチドを合成した。これら合成ペプチドは Milli-Q 水
に溶解した後、アミノ酸分析法(日立高速液体クロマトグラフ LaChrom Elite: アミノ酸
(NIN 法)分析システム, 日立ハイテク, Tokyo, Japan)によって濃度を決定した。ペプチド
溶液を約 0.1 µM (50% acetonitrile, 0.1% formic acid)に調製し、5 µL/min で質量分析装置に
インフュージョンして SRM/MRM 測定条件の最適化を行った。ESI によるイオン化は全
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て positive mode とし、SRM/MRM transition は y ion または b ion 系列から 4 つ選択し、
DP および CE はピーク強度が最大になる値を選択した。
還元アルキル化および酵素消化
Plasma membrane fraction および crude membrane fraction は DC protein assay kit を用い
てタンパク定量を行った。タンパク質懸濁液と等容積以上の alkylation buffer (7 M 
guanidine hydrochloride, 10 mM EDTA-Na, 0.5 M Tris-HCl, pH 8.5)を添加して計 220 µL と
した。ここにタンパク質量と等量の dithiothreitol を添加し、1 時間攪拌した。その後、
さらにタンパク質量の 2.5 倍量の iodoacetamide を添加し、遮光下で 1 時間攪拌した。こ
れに ice-cold methanol 600 µL、ice-cold chloroform 150 µL、ice-cold Milli-Q 水 450 µL を順
に添加し、swing-rotor を用いて遠心 (12,000 rpm, 3 min, 4oC)した。上清を除いた後に
ice-cold methanol 450 µL をさらに添加し、もう一度遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)した。
上清を完全に除いてタンパク質試料を回収した (methanol-chloroform 沈殿 )。
Methanol-chloroform 沈殿によって得られたタンパク質試料を 6 M urea (0.1 M Tris-HCl, 
pH 8.5)に溶解し、最終濃度 1.2 M urea となるように 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)を添加した。
さらに、最終濃度 0.05% proteaseMAX となるように 1% proteaseMAX (Promega, Madison, 
WI, USA)を添加した。ここに含まれるタンパク質量の 1/100 量の lysyl endopeptidase を
添加し、室温で 3 時間処理した。この処理後に、タンパク質量の 1/100 量の trypsin を添
加し、37oC で 16 時間処理した。
Hydroxy Acid-Modified Metal Oxide Chromatography (HAMMOC 法)
リン酸化ペプチド精製濃縮には TitansphereTM Phos-TiO Kit (GL Sciences, Tokyo, Japan) 
を使用し、添付のプロトコルに従って行った。チタニアビーズ(粒径/充填剤量：10 μm/100 
mg)が充填されたシリンジバレル型カラムに、Buffer A (80% acetnitrile, 0.5% TFA / Milli-Q 
water)を 200 μL 加え、遠心した(500 g, 15oC, 2 min)。次に、Buffer B (300 mg/mL DL-Lactic 
acid / Buffer A)を 200 μL 加えて遠心し(500 g, 15oC, 2 min)、平衡化を行った。Formic acid
を 1%となるように添加した後に遠心(15,000 rpm, 4oC, 5 min)した酵素消化溶液の上清と、
2000 μL の Buffer B をカラムに加えてピペッティング後、遠心(500 g, 15oC, 5 min)してリ
ン酸化ペプチドの吸着を行った。また、溶出液は再度カラムに加えてピペッティングを
行った後に遠心し(500 g, 15oC, 5 min)、さらに同様の操作を再度行った。その後、Buffer 
B 200 μL を加えて遠心(500 g, 15oC, 2 min)、次いで Buffer A 200 μL を加えて遠心(500 g, 
15oC, 2 min)という操作を 2 回繰り返し行うことでカラムを洗浄した。次に、5 %アンモ
ニア水溶液 200 μL を加えて遠心(500 g, 15oC, 5 min)、5 %ピロリジン水溶液 200 μL を加
えて遠心(500 g, 15oC, 5 min)することで、リン酸化ペプチド精製濃縮溶液を得た。リン
酸化ペプチド精製濃縮溶液は、脱塩処理を行う前に 20% TFA/Milli-Q を等容積添加する
ことで酸性にした。
脱塩処理
GL-SDB tip (GL Sciences)およびGL-GC tip (GL Sciences)に 0.1% TFA/80% acetonitrileを
50 μL 加えて遠心し(3,000 g, 10oC, 2 min)、次いで 0.1% TFA/Milli-Q を 50 μL 加えて遠心
し(3,000 g, 10oC, 2 min)、チップカラム内における樹脂の平衡化を行った。次に、チップ
カラムにペプチド試料を添加して遠心し(3,000 g, 10oC, 5 min)、さらに 0.1% TFA/Milli-Q
をペプチド試料の入っていたチューブに 50 μL 加えてピペッティング後、カラムに添加
して遠心した (3,000 g, 15oC, 2 min)。続いて、0.1% TFA/80% acetonitrile を 50 μL 加えて
遠心 (3,000 g, 10oC, 2 min)する操作を合計 2 回繰り返し、合計 100 μL のペプチド溶出液
を得た。このペプチド溶液は、減圧遠心により溶媒を除去し、0.1% formic acid/Milli-Q
に再溶解させることで脱塩済みペプチド溶液とした。
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絶対発現量解析
Trypsin 消化したペプチド試料に一定量の安定同位元素標識内標準ペプチド混合溶液
を添加し、最終濃度 1%となるように formic acid を添加した後に遠心(15,000 rpm, 15 min, 
4oC)をし、その上清を LC-MS/MS にアプライした。絶対発現量解析においてはペプチド
標品と安定同位元素標識内標準ペプチドのピーク面積比から検量線を作成した。測定サ
ンプルにおいてペプチドのピークを同定し、各 SRM/MRM transition においてピーク面
積比を求め、検量線から絶対定量値を算出した。
統計解析
各発現量は、平均値±標準誤差(mean±S.E.M.)で示した。統計的有意差の検定には、
二群間では Student’s unpaired t 検定を、三群間以上では分散分析(ANOVA)を用いて行っ
た。
＜LC-MS/MS 測定条件＞
◆ nanoLC-MS/MS (4000QTRAP)を用いた場合
nano-LC: nano-LC system (LC-assist, Tokyo, Japan)
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (4000QTRAP; AB SCIEX, Foster City, 
USA)
Column: direct nano flow spray tip reversed phase column (150 µm inner diameter x 50 mm) of 
Mightysil-C18 (125 Å, 3 µm particles; Kanto Chemicals, Tokyo, Japan) connected in tandem 
through an automated solvent desalting device and nano ion source (nanospray; AB SCIEX, 
Foster City, USA)
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile
Flow rate: 100 nL/min
Gradient: 1% B (0-5 min), 1-35% B (5-35 min), 70% B (36-56 min), 1% B (56-91 min)
◆ HPLC-MS/MS (API5000)を用いた場合
HPLC: Agilent 1200 HPLC system (Agilent technologies, Santa Clara, USA)
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (API5000; AB SCIEX, Foster City, USA)
Column: ZORBAX SB-C18, 80 Å, 5 µm, 150 x 0.5 mm (Agilent technologies, Santa Clara, 
USA)
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile
Flow rate: 50 µL/min
Gradient: 1% B (0-5 min), 1-45% B (5-65 min), 100% B (66-67 min), 1% B (68-120 min)
◆ HPLC-MS/MS (QTRAP5500)を用いた場合
HPLC: Agilent 1200 HPLC system (Agilent technologies, Santa Clara, USA)
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (QTRAP5500; AB SCIEX, Foster City, 
USA)
Column: XBridge BEH130 C18, 130 Å, 3.5 µm, 100 x 1.0 mm (Waters)
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile
Flow rate: 50 µL/min (0-130 min)
Gradient: 1% B (0-5 min), 1-60% B (5-65 min), 100% B (66-68 min), 1% B (70-130 min)
◆ EGFR リン酸化体測定時
HPLC: Agilent 1200 HPLC system (Agilent technologies, Santa Clara, USA)
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (QTRAP5500; AB SCIEX, Foster City, 
USA)
Column: XBridge BEH130 C18, 130 Å, 3.5 µm, 100 x 1.0 mm (Waters)
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile
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Flow rate: 50 µL/min (0-210 min)
Gradient: 1% B (0-5 min), 1-70% B (5-145 min), 100% B (146-148 min), 1% B (150-210 min)
Data analysis: Analyst software 1.5 または Analyst software 1.4.2 (AB SCIEX, Foster City, 
USA)、MRM Quantitation System (三井情報株式会社)を用いて解析した。
第 4 節 細胞増殖阻害実験
胃癌細胞株(St-4, MKN45, MKN1)に対する細胞増殖阻害実験
2 継代目の細胞を回収し、細胞計数を行って 5x103 cells/100 µL になるよう培地交換、
再懸濁し、各 well あたり 100 µL ずつ 96 well plate に播種した。24 時間前培養した後、
ここに 7 点 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 µM)からなる etoposide の希釈系列を、各濃度最終
液量が 200 µL となるように添加し、加湿された 5% CO2/air 下、37
oC で 72 時間培養し
た。Cell-counting kit-8 (DOUJINDO, Kumamoto, Japan)を各 well あたり 10 µL ずつ添加し
攪拌した後、加湿された 5% CO2/air 下、37oC で 4 時間インキュベートした。各 well の
450 nm における吸光度を測定し、0.1%の DMSO が含まれる培地 200 µL の吸光度との
差から細胞数を評価した。Etoposide を含まない点を 100%とした時の各 etoposide 濃度
における細胞生存率を算出し、50%生存となる濃度を etoposide に対する IC50 とした。
阻害剤(50 µM MK571)を用いる場合は、24 時間の前培養の後に阻害剤を加え、さらに 1
時間プレインキュベートしてから同濃度の阻害剤を含む etoposide 希釈系列溶液を添加
した。
第 5 節 細胞内薬剤取り込み実験
乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231)に対する[3H]methotrexate 取り
込み実験
2 継代目の細胞を回収し、細胞計数を行って 1x105 cells/500 µL になるよう培地交換、
再懸濁し、各 well あたり 500 µL ずつ 24 well plate に播種した後に、コンフルエントに
達するまで加湿された 5% CO2/air 下、37oC で前培養した。
ホットプレート上でプレートの温度を 37oC に保ちながら培地を除去後、37oC の
HEPES-ECF buffer (122 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 10 mM D-glucose, 3 mM KCl, 1.4 mM 
CaCl2, 1.2 mM MgSO4･7H2O, 0.4 mM K2HPO4, 10 mM HEPES, pH 7.4) 1 mLで 2回洗浄し、
37oC HEPES-ECF buffer (pH 7.4)を 200 µL 添加して 37oC で 10 分間 pre-incubation を行っ
た。HEPES-ECF buffer (pH 7.4)を除去し、[3’, 5’, 7-3H]methotrexate disodium salt (0.5 
µCi/200 µL; 90 nM)を含む 37oC HEPES-ECF uptake buffer (pH 7.4) 200 µL を添加し、37oC
ホットプレート上でインキュベートした。定常状態(48 hr)での取り込みでは、uptake 
buffer として [3’, 5’, 7-3H]methotrexate disodium salt (0.5 µCi/1 mL; 18 nM)を含む
RPMI1640 medium 1 mL を添加し、加湿された 5% CO2/air 下、37
oC で所定の時間インキ
ュベートした。一定時間後(3 min, 10 min, 30 min, 48 hr)、uptake buffer 2 µL を培地中放射
活性測定用としてシンチレーションバイアルに回収し、残りの uptake buffer を吸引除去
した。直ちに 4oC の HEPES-ECF buffer (pH 7.4) 1 mL で 3 回洗浄し、細胞をプレート上
で乾燥させ、200 µL の 5 N NaOH を各 well に添加して 3 時間以上放置して細胞を可溶
化した。ここに 200 µL の 5 N HCl を各 well に添加して中和を行い、200 µL をシンチレ
ーションバイアルに採取した。シンチレーションバイアルに液体シンチレーションカク
テル Hionic fluor (Packard, Meriden, CT) 4 mL を添加し、3 時間以上放置した後に、液体
シンチレーションカウンタ(LS-6500, Beckman, Fullerton, CA)で細胞内および培地中の放
射活性を測定した。また、細胞のタンパク質量は DC protein assay kit を用いて定量を行
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った。得られた[3H]methotrexate の放射活性およびタンパク質量から、細胞内取り込み
量を cell/medium ratio (C/M ratio)で表した。
C/M ratio (µL/mg protein) =
タンパク量あたりの細胞内 3H 放射活性 (dpm/mg protein)/培地中の 3H 放射活性
(dpm/µL) 
乳癌細胞株(MCF-7, HBC-4, BSY-1, HBC-5, MDA-MB-231)に対するmethotrexateポリグル
タミル化体細胞内蓄積量測定
2 継代目の細胞を回収し、細胞計数を行って 2x105 cells/1 mL になるよう培地交換、
再懸濁し、各 well あたり 1 mL ずつ 12 well plate に播種した後に、コンフルエントに達
するまで加湿された 5% CO2/air 下、37oC で前培養した。
ホットプレート上でプレートの温度を 37oC に保ちながら培地を除去後、37oC の
HEPES-ECF buffer (122 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 10 mM D-glucose, 3 mM KCl, 1.4 mM 
CaCl2, 1.2 mM MgSO4･7H2O, 0.4 mM K2HPO4, 10 mM HEPES, pH 7.4) 1 mL で 2 回洗浄し
37oC RPMI1640 medium を添加して 37oC で 10 分間プレインキュベーションを行った。
RPMI1640 medium を除去し、200 nM methotrexate を含む 37oC RPMI1640 medium 1 mL
を添加し、加湿された 5% CO2/air 下、37
oC でインキュベーションした。24 時間後、uptake 
buffer 10 µL を培地中 methotrexate ポリグルタミル化体濃度測定用として回収し、残りの
uptake buffer を吸引除去した。直ちに 4 oC の HEPES-ECF buffer (pH 7.4) 1 mL で 3 回洗
浄し、細胞をプレート上で乾燥させ、539 µL の 0.2 N NaOH を各 well に添加した。さら
に uptakeサンプルには 50% acetonitrile 10.8 µLを、検量線用サンプルには 50% acetonitrile
に溶解させた methotrexate ポリグルタミル化体混合溶液希釈系列 10.8 µL をそれぞれ添
加して 4oC、over night で静置し細胞を可溶化させた。ここに 53.9 µL の 1 N HCl を各 well
に添加して中和を行い、一部を細胞のタンパク質量測定用に分取した。懸濁液 450 µL
に 0.1% formic acid/acetonitrile 450 µL および 100% formic acid 10 µL を添加して除タンパ
クを行い、遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)をし、上清 880 µL を回収した。回収した上清に
対し減圧遠心濃縮を行うことで溶媒を完全に除去した。ここに 0.1% formic acid/Milli-Q 
200 µL および 100% formic acid 2 µL を添加して溶解し、10 分間振盪混和した。混和後
の溶液を遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)し、上清 50 µL を細胞中 methotrexate ポリグルタ
ミル化体濃度測定用サンプルとして LC-MS/MS にアプライした。また、培地中
methotrexate ポリグルタミル化体濃度測定用に回収した uptake buffer 10 µL には
HEPES-ECF buffer (pH 7.4) 390 µL を添加し、uptake サンプルには 50% acetonitrile 10 µL
を、検量線用サンプルには 50% acetonitrile に溶解させた methotrexate ポリグルタミル化
体混合溶液希釈系列 10 µL をそれぞれ添加した。さらに、100% formic acid 10 µL を添
加し、遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)を行い、その上清 50 µL を培地中 methotrexate ポリ
グルタミル化体濃度測定用サンプルとして LC-MS/MS にアプライした。なお、細胞の
タンパク質量は DC protein assay kit を用いて定量を行った。
＜LC-MS/MS 測定条件＞
HPLC: Agilent 1200 HPLC system (Agilent technologies, Santa Clara, USA)
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (API5000; AB SCIEX, Foster City, USA)
Column: ZORBAX XDB-C18, 80 Å, 5 µm, 150 x 2.1 mm (Agilent)
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile
Flow rate: 200 µL/min
Gradient: 5% B (0-2 min), 5-100% B (2-17 min), 100-5% B (17-18 min), 5% B (18-30 min)
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胃癌細胞株 (St-4, MKN45, MKN1)に対する etoposide 取り込み実験
2 継代目の細胞を回収し、細胞計数を行って 1x105 cells/500 µL になるよう培地交換、
再懸濁し、各 well あたり 500 µL ずつ 24 well plate に播種した後に、コンフルエントに
達するまで加湿された 5% CO2/air 下、37
oC で前培養した。
ホットプレート上でプレートの温度を 37oC に保ちながら培地を除去後、37oC の
HEPES-ECF buffer (122 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 10 mM D-glucose, 3 mM KCl, 1.4 mM 
CaCl2, 1.2 mM MgSO4･7H2O, 0.4 mM K2HPO4, 10 mM HEPES, pH 7.4) 1 mL で 2 回洗浄し、
50 µM MK571を含む 37oC RPMI1640 mediumを添加して 37oC で 10 分間プレインキュベ
ーションを行った。RPMI1640 medium を除去し、1 µM etoposide および 50 µM MK571
を含む 37oC RPMI1640 medium 1 mL を添加し、加湿された 5% CO2/air 下、37
oC でイン
キュベーションした。48 時間後、uptake buffer 10 µL を培地中 etoposide 濃度測定用とし
て回収し、残りの uptake buffer を吸引除去した。直ちに 4oC の HEPES-ECF buffer (pH 7.4) 
1 mL で 3 回洗浄し、細胞をプレート上で乾燥させ、150 µL の hypotonic buffer (10 mM 
NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)を各 well に添加した。さらに uptake サンプ
ルには 50% acetonitrile 10 µL を、検量線用サンプルには 50% acetonitrile に溶解させた
etoposide 希釈系列 10 µL をそれぞれ添加して 4oC、over night で静置した。超音波破砕
を行った後に懸濁させ、一部を細胞のタンパク質量測定用に分取した。懸濁液 100 µL
に 0.1% formic acid/acetonitrile 100 µL および 100% formic acid 5 µL を添加して除タンパ
クを行い、遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)をし、上清 180 µL を回収した。回収した上清に
対し減圧遠心濃縮を行うことで溶媒を完全に除去した。ここに 0.1% formic acid/Milli-Q 
200 µL および 100% formic acid 2 µL を添加して溶解し、10 分間振盪混和した。混和後
の溶液を遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)し、上清 50 µL を細胞中 etoposide 濃度測定用サン
プルとして LC-MS/MS にアプライした。また、培地中 etoposide 濃度測定用に回収した
uptake buffer 10 µL には HEPES-ECF buffer (pH 7.4) 390 µL を添加し、uptake サンプルに
は 50% acetonitrile 10 µL を、検量線用サンプルには 50% acetonitrile に溶解させた
etoposide 希釈系列 10 µL をそれぞれ添加した。さらに、100% formic acid 10 µL を添加
し、遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4oC)を行い、その上清 50 µL を培地中 etoposide 濃度測定用
サンプルとして LC-MS/MS にアプライした。なお、細胞のタンパク質量は DC protein 
assay kit を用いて定量を行った。
＜LC-MS/MS 測定条件＞
HPLC: Agilent 1200 HPLC system (Agilent technologies, Santa Clara, USA)
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (API5000; AB SCIEX, Foster City, USA)
Column: ZORBAX XDB-C18, 80 Å, 5 µm, 150 x 2.1 mm (Agilent)
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile
Flow rate: 200 µL/min
Gradient: 5% B (0-2 min), 5-100% B (2-7 min), 100-5% B (7-8 min), 5% B (8-20 min)
Parameter (etoposide): Q1=589.2, Q3=229.2, DP=76 (V), CE=23 (V)
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第 6 節 In-gel digestion 法によるタンパク質発現量解析
SDS-PAGE サンプル前処理
癌細胞パネルに含まれる乳癌細胞株(HBC-4 および HBC-5)の whole cell lysate を
suspension buffer で懸濁し、そこに懸濁液の 1/2 量の 2x sample buffer (4% sodium dodecyl 
sulfate (SDS), 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% sucrose, 0.004% bromophenol blue)を添加し
た。この懸濁液を 37oC で 1 時間インキュベーションし、これを泳動サンプルとした。
SDS-PAGE
12% gel (Separation gel: 12% Acrylamide stock solution, 373 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.1% 
SDS, 0.08% N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), 0.08% Ammonium persulfate 
(APS), Stacking gel: 3% Acrylamide stock solution, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% SDS, 
0.08% TEMED, 0.08% APS)に泳動サンプルを loading し、泳動 buffer (25 mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.1% SDS)中で stacking gel 中は 20 mA、separation gel 中は 40 mA で合計約 1 時
間電気泳動を行い、タンパク質をサイズ別に分画した。
CBB 染色
泳動終了後、ゲルを CBB R-250 に浸し室温で 10 分間振盪を行うことでゲルの染色を
行った後に、wash buffer (20% v/v methanol, 7% v/v acetic acid)中、室温で 16 時間振盪を
行うことでゲルの脱色を行い、サイズ別に分画したタンパク質を可視化した。
目的バンド付近のゲルの切り出しおよびゲルの洗浄・脱色
バンドを可視化したゲル中の FPGS の分子量 (65 kDa)付近のゲル (50~75 kDa)を切り
取り、さらに1 mm四方のブロックになるように切り刻み、低吸着1.5 mL tubeに移した。
ここに 50 mM NH4HCO3/50% methanol 500 µL を添加し、室温で 15 分間振盪混和した後
に溶媒を除いた。上記の操作を再度繰り返し、ゲルの洗浄および脱色を行った。次に、
50 mM NH4HCO3/50% acetonitrile 500 µL を添加して室温で 15 分間振盪混和した後に溶
媒を除く操作を計 4 回行った。
還元アルキル化
溶媒を丁寧に取り除き 100% acetonitrile 100 µL を添加し、室温で 10 分間静置した。
ゲルが脱水されて収縮した後に acetonitrile を除去し、10 mM dithiothreitol/6 M guanidine 
hydrochloride/50 mM NH4HCO3を添加し、10 分程度静置してゲルが膨張したのを確認し
て室温で1時間攪拌することで還元を行った。溶媒を除いた後に100% acetonitrile 300 µL
を添加して室温で 15 分間静置し、acetonitrile を除き 15 分間静置することでゲル片を乾
燥させた。ここに 50 mM iodoacetamide/6 M guanidine hydrochloride/50 mM NH4HCO3を添
加し、室温で 45 分間静置することでアルキル化を行った。
Dithiothreitol および iodoacetamide の除去
還元アルキル化終了後に溶媒を除き、10% acetic acid:100% methanol (1:1 v/v) 500 µL を
添加して室温で 30 分間激しく攪拌し洗浄した。溶媒を除き上記操作をさらに 2 回繰り
返し、50 mM NH4HCO3 300 µL を添加して室温で 15 分間振盪した。溶媒を除去後、100% 
acetonitrile 300 µL を添加して室温で 15 分間振盪し、10 分間減圧遠心濃縮を行うことで
ゲル片を完全に乾燥させた。
酵素消化
0.5 µg/µL trypsin 溶液 20 µL を添加し、ゲル片が膨張するまで静置した。ここで、ゲ
ル量が多くゲル片の膨張が不十分な場合は trypsin 溶液を追加した。Trypsin 溶液がゲル
片に吸収された後、ゲル片が完全に浸るまで最少量の 25 mM NH4HCO3を添加し、37
oC
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で 16 時間インキュベートすることで酵素消化を行った。酵素消化後、ゲル片に
acetonitrile/Milli-Q/formic acide (66:33:0.1 v/v) 40 µL を添加し、超音波洗浄機を用いて 10
分間超音波処理を行った。スピンダウン後、この溶媒を新しい低吸着 tube に回収し酵
素消化サンプルとした。さらに、ゲル片に acetonitrile/Milli-Q/formic acide (66:33:0.1 v/v) 
40 µL を添加し、超音波洗浄機を用いて 10 分間超音波処理を行い、スピンダウンして
溶媒を上記低吸着 tube に回収した。ゲル片に 100% acetonitrile 40 µL を添加して室温で
15 分間静置し、スピンダウンして溶媒を上記低吸着 tube に回収した。回収した酵素消
化サンプルを減圧下で evaporation し、溶液量を 50 µL 程度に濃縮した。
絶対定量解析
Trypsin 消化した peptide試料に一定量の安定同位元素標識内標準ペプチド溶液を添加
し、最終濃度 1%となるように formic acid を添加した後に遠心(15,000 rpm, 15 min, 4oC)
をし、その上清を LC-MS/MS にアプライした。
第 7 節 Western blot 法
A431 細胞株に対する EGF 処理および SDS-PAGE サンプル前処理
ヒト上皮様細胞癌由来細胞株である A431 細胞株の 10% FBS を含む培地を除去して
PBS(-) (137 mM NaCl, 8.10 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4)で 2 回洗浄した
後、無血清培地を添加し、加湿された 5% CO2/air の下、16 時間培養した。無血清培地
を除去し、0.1 μM の濃度となるように erlotinib を添加した無血清培地を細胞に加え、加
湿された 5% CO2/air の下、1 時間プレインキュベーションした。再度、培地を除去し、
上記濃度の erlotinib 含有無血清培地に対して 100 ng/mL の濃度となるように EGF を添
加した培地を細胞に加え、加湿された 5% CO2/airの下、5分間インキュベーションした。
細胞の培地を取り除き、細胞表面を PBS (-)で 2 回洗浄した。さらに PBS (-) 2 mL を加
え、セルスクレーパーを用いて細胞を回収し、遠心した(4oC, 230 g, 5 min)。遠心後、PBS 
(-)を除去し、2 mL の hypotonic buffer (10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH7.4) 
を加えて懸濁し、whole cell lysate とした。十分に懸濁した後、DC protein assay kit 
(Bio-Rad) を用いてタンパク質濃度を測定した。なお、hypotonic buffer には phosphatase 
inhibitor である PhosSTOP を付属プロトコルの推奨濃度(1 錠/10 mL)となるように添加し
た。このA431細胞株whole cell lysateに対し懸濁液の 1/2量の 2x sample buffer (4% sodium 
dodecyl sulfate (SDS), 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% sucrose, 0.004% bromophenol blue)を
添加した。この懸濁液を 95oC で 5 分間インキュベーションし、これを泳動サンプルと
した。
SDS-PAGE
8% gel (Separation gel: 8% Acrylamide stock solution, 373 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.1% 
SDS, 0.08% N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), 0.08% Ammonium persulfate 
(APS), Stacking gel: 3% Acrylamide stock solution, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% SDS, 
0.08% TEMED, 0.08% APS)に泳動サンプルを loading し、泳動 buffer (25 mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.1% SDS)中で stacking gel 中は 20 mA、separation gel 中は 40 mA で合計約 1 時
間電気泳動を行い、タンパク質をサイズ別に分画した。
Western blotting
SDS-PAGE 終了後、ゲルを転写 buffer (25 mM trizma base, 192 mM glycine, 20% 
methanol) に 5 分間浸した後、wet blotting 方式で PVDF 膜に 100 V で 4 時間転写を行っ
た。PVDF 膜をブロッキングバッファー(4% skim milk を含む 0.1% Tween20/PBS (0.1% 
Tween20, 50 mM NaF, 5 mM Na3VO4, 137 mM NaCl, 8.10 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 
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mM KH2PO4))に浸し、4
oC で一晩振とうしながらブロッキングを行った。1 次抗体とし
て、rabbit polyclonal 抗 EGFR 抗体 (1:200)、rabbit polyclonal 抗 EGFR (phosphor Y1172) 抗
体 (1:500)、rabbit polyclonal 抗 EGFR (phosphor Y1197) 抗体 (1:500)、mouse monoclonal
抗 β-actin 抗体 (1:5000) をそれぞれ含むブロッキングバッファー中、4oC で一晩振とう
しながら反応させた(括弧内は希釈濃度)。ブロッキングバッファーで 4 回洗浄した後、
2次抗体としてHRP標識抗 rabbit IgG抗体 (1:5000)、HRP標識抗mouse IgG抗体 (1:5000) 
をそれぞれ含むブロッキングバッファー中で、室温で 1 時間振とうしながら反応させた
(括弧内は希釈濃度)。2 次抗体反応後、0.1% Tween20/PBS で 4 回洗浄した。これに ECL 
Prime 溶液を 5 分間反応させ、ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare)で露光と検出を行っ
た。
第 8 節 遺伝子実験
制限酵素 BamHI, EcoRI による cDNA の切断
10 μL の合成 cDNAまたは pET-17b vector に対して、1 μLの BamHI, 1 μL の EcoRI, 2 μL
の NEB buffer 4 を加え、さらに Milli-Q を加えて 20 μL の反応系を作成して 37oC で 3 時
間インキュベートした。この DNA 溶液に対し 1/10 液量の 10x Loading buffer (0.25% 
bromophenolblue, 0.25% xylene cyanol FF, 50% glycerol)を加え、agarose gel (1% agarose, 0.6 
μg/mL ethidium bromide を含む TAE buffer (40 mM Tris, 40 mM acetic acid, 1 mM EDTA))に
loading し、TAE buffer を泳動 buffer として Mupid21 ミニゲル泳動槽を用いて 100 V で
40 min 泳動を行った。Agarose gel から期待されたサイズ付近に検出されたバンドを UV
照射下で切り出し、GENECLEAN II KIT を用い、標準プロトコルに従って DNA 断片の
精製を行った。
DNA 切断断片の pET-17b vector への ligation
制限酵素 BamHI, EcoRI を処理して得られた pET-17b vector および合成 cDNA の切断
断片を混合し、得られた溶液に対して等量の 2x Ligation Mix を加え、16oC で 30 分間イ
ンキュベートすることにより、合成タンパク質作製に用いる plasmid DNA を得た。
大腸菌への形質転換
Plasmid DNAを大腸菌に導入して形質転換させるため、ligation反応液を competent cell 
(competent high E. Coli. DH5α (TOYOBO)) 100 μL に加えて撹拌後、氷上で 30 分間インキ
ュベーションした。次に 42oC で 30 秒間ヒートショックを加えた後、直ちに氷上に戻す
ことで competent cell に plasmid DNAを組み込んだ。さらに SOC 培地 (DH5α 付属品) を
900 μL 加え攪拌機で 37oC、1 時間インキュベーションした後、LB/Amp plate ((150 mg/L 
Ampicillin, 10 g/L bacto tryptone, 5 g/L bacto yeast extract, 10 g/L NaCl, 15 g/L bacto agar) gel
でコートされた 10 cm dish)に培養液を播き、37oC で 16 時間インキュベーションするこ
とで competent cell のコロニーを形成させた。
Plasmid DNA の回収
形成されたコロニーの大腸菌を LB/Amp medium (50 mg/L Ampicilin, 10 g/L Bacto 
tryptone, 5 g/L Bacto yeast extract, 10 g/L NaCl)中で 37oC、18 時間培養した。培養懸濁液を
遠心し (3,000 g, 10 min, 4oC)、得られた沈殿物に対してQuantum Prep Plasmid Miniprep kit 
を用いてプラスミドを精製した。プラスミドの濃度測定は分光光度計(GeneQuant 1300 
Spectrophotometer, GE Healthcare)を用いて測定した。目的の plasmid DNA が回収できて
いるかを確認するため、制限酵素 BamHI, EcoRI による cDNA の切断と同様の方法で
BamHI および EcoRI を用いた制限酵素処理を行い、agarose gel 電気泳動を行った。
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第 9 節 安定同位元素標識タンパク質の合成
無細胞くん SI を用いた安定同位元素標識タンパク質合成
安定同位元素標識タンパク質の作製には、大陽日酸の無細胞くん SI および無細胞く
ん用安定同位元素標識アミノ酸混合物水溶液-Lys, Arg- 13C, 15N を使用した。作製したプ
ラスミド DNA 溶液と安定同位元素標識アミノ酸混合物水溶液を反応液に加えて 30oC
で 16 時間インキュベーションした。反応液を分取して遠心(15,000 rpm, 5 min, 4oC) し、
上清を soluble fraction、沈殿を insoluble fraction として回収した。各画分に氷上で Milli-Q
水45 μLと ice-cold acetone 100 μLを加えて氷上で10分間静置し、遠心 (12,000 rpm, 5 min, 
4oC) した後、上清を除去することでタンパク質を濃縮した。Insoluble fraction に関して
は 7M urea, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0を 100 μ0添加して可溶化
した後に Triton X-100, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0 を 900 μL を添
加して urea 濃度を低下させた後に、以降の精製操作を行った。
Strep-Tactin® Sepharose® column を用いた安定同位元素標識タンパク質の精製
精製用カラムとして Strep-Tactin® Sepharose® Column を用いた。カラムに Wash buffer 
(1% Triton X-100, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0)を 1 mL 添加し、次
いで 2 mL を添加することで平衡化を行った。なお、カラムの通液は重力による自然落
下にて行った。カラムに無細胞くん SI 反応液の insoluble fraction を可溶化させた安定同
位元素標識タンパク質溶液を添加してカラムを通液させた。次に、カラムに Wash buffer 
(1% Triton X-100, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0) を 2 mL 添加し通液
する操作を 3 回繰り返すことで洗浄を行った。そして、カラムに Elution buffer (7 M urea, 
150 mM imidazole, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0) を 500 μL 添加し
通液する操作を 6 回繰り返すことで安定同位元素標識タンパク質の溶出を行った。
Cobalt Column を用いた安定同位元素標識タンパク質の精製
精製用カラムとして HisPurTM Cobalt Spin Columns, 1 mL volume を用いた。カラムに
Wash buffer (7 M urea, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0)を 2 mL 添加し、
遠心(700 g, 2 min, 4oC) する操作を 2 回繰り返すことで平衡化を行った。カラムに
Strep-Tactin column を用いた精製済み安定同位元素標識タンパク質溶液を添加し、4oC
で 30 分間転倒混和を行うことで吸着させ、遠心した(700 g, 2 min, 4oC)。次に、カラム
にWash buffer (7 M urea, 50 mM trizma base, 300 mM sodium chloride, pH 8.0) を 2 mL添加
し、遠心(700 g, 2 min, 4oC) する操作を 3 回繰り返すことで洗浄を行った。そして、カ
ラムに Elution buffer (7 M urea, 150 mM imidazole, 50 mM trizma base, 300 mM sodium 
chloride, pH 8.0) を 2 mL 添加し、遠心 (700 g, 2 min, 4oC) する操作を 5 回繰り返すこと
で安定同位元素標識タンパク質の溶出を行った。
精製済み安定同位元素標識タンパク質の限外濾過
Spin Concentrator (4 mL, 5K MWCO, Agilent Technologies)に精製済み安定同位元素標識
タンパク質溶液を加え、濃縮後の溶液が 300 μL 未満になるまで、1 時間以上かけて遠
心を行った(7,500 g, 10oC)。濃縮後のサンプルに PBS(-)を添加して溶媒を 10 倍希釈し、
再び遠心による濃縮を行った。再度、濃縮後のサンプルを PBS で 10 倍希釈し、遠心に
よる濃縮を行った。
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